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Résumé

L’hypophyse est une glande endocrine responsable de la régulation de nombreux processus
physiologiques, notamment la reproduction, par la sécrétion des gonadotrophines, la FSH et la LH.
Ces hormones sont des glycoprotéines dimériques composées d'une sous-unité o commune (CGA)
et de sous-unités B uniques (LHP et FSHf), qui conférent une spécificité biologique. La synthése
de la FSH et la LH au niveau des cellules gonadotropes dépend entre autres de I’expression génique
de genes clés tels que Fshb et Lhb, dont la transcription est régulée par différents facteurs. La
GnRH, produite par I’hypothalamus, en est la principale régulatrice, mais d’autres facteurs tels que
les activines, qui signalent via des protéines nommées SMAD, participent a cette régulation.
L'activité¢ de la voie SMAD peut étre modifiée par des interactions avec la voie Hippo dans
plusieurs tissus et types de cellules, mais I’implication de la voie Hippo dans la régulation de la
synthése des gonadotrophines n'a jamais été investiguée. La voie de signalisation Hippo est une
cascade de kinases qui contrdle l'activité des corégulateurs transcriptionnels fonctionnellement
redondants YAP et TAZ. Afin d’¢lucider les roles de YAP/TAZ dans la synthese et la sécrétion de
gonadotrophines, nous avons utilisé une approche de ciblage génique conditionnel (cKO) afin de
causer la délétion de Yap/Taz spécifiquement dans les cellules gonadotropes. Nous avons constaté
que cette délétion entrainait une augmentation de la sécrétion de la FSH et la LH chez les souris
males, ainsi qu'une légere augmentation de la densité des spermatozoides. Les souris femelles cKO
avaient des taux plus ¢levés de la LH sérique (mais pas de la FSH), qui étaient associés a un
phénotype d'hyperfertilité caractérisé par des taux d'ovulation plus élevés et des portées plus
nombreuses. Etonnamment, la perte de YAP/TAZ dans les gonadotropes n'a pas semblé affecter
les geénes clés liés a la synthése des gonadotrophines, mais la sécrétion de la LH basale et induite
par la GnRH a augmenté dans les cellules hypophysaires de souris cKO cultivées in vitro. Les
mémes résultats ont été obtenus dans la lignée LPT2, une lignée de cellules gonadotropes
immortalisées lorsque I’action de YAP/TAZ fut inhibée pharmacologiquement. Ensemble, ces
résultats indiquent que YAP/TAZ suppriment la sécrétion des gonadotrophines (en particulier de
la LH) dans les cellules gonadotropes et révelent donc un tout nouveau rdle de la voie Hippo dans

la reproduction chez mammiferes.

Mots-clés : YAP, TAZ, gonadotrophines, souris cKO, fertilité.



Abstract

The pituitary gland is responsible for regulating many physiological processes. Through the
secretion of gonadotropins FSH and LH, the pituitary is considered a major regulator of
reproduction. These hormones are dimeric glycoproteins composed of a common a subunit (CGA)
and unique B subunits (LHP and FSHP), which confer biological specificity. The synthesis of FSH
and LH at pituitary gonadotrope cells depends mostly on the expression of key genes as Fshb and
Lhb. GnRH, produced by the hypothalamus, is the primary regulator, but other factors such as
activins, which signal through proteins called SMADs, participate in this regulation. The activity
of the SMAD pathway can be altered by crosstalk with the Hippo pathway in several tissues and
cell types, but whether the Hippo pathway is involved in regulating gonadotropin synthesis has not
been determined. The core Hippo signaling pathway consists of a kinase cascade that regulates the
activity of the functionally redundant transcriptional co-regulators YAP and TAZ. To elucidate the
roles of YAP/TAZ in gonadotropin synthesis and secretion, we decided to use a conditional gene
targeting approach (cKO), which allowed us to promote the depletion of Yap/Taz specifically in
the gonadotrope cells. Such conditional deletion resulted in increased circulating levels of FSH and
LH in male mice, along with a slight sperm density increase. cKO female mice had augmented
circulating LH (but not FSH) levels, which were associated with a hyperfertility phenotype
characterized by higher ovulation rates and larger litter sizes. Surprisingly, the loss of YAP/TAZ
in gonadotropes did not appear to affect key gonadotropin synthesis-related genes, but both basal
and GnRH-induced LH secretion was increased in pituitary cells from cKO mice cultured in vitro.
Similar results were obtained using pharmacological inhibition of YAP/TAZ in LBT2 gonadotrope-
like cells in vitro. Together, these results indicate that YAP/TAZ suppress gonadotropin release
(particularly LH) in gonadotrope cells and reveal a completely novel role of the Hippo pathway in

mammalian reproduction.

Keywords: YAP, TAZ, gonadotropins, cKO mice, fertility.
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Introduction

La reproduction est un aspect fondamental de la vie, et sa régulation passe par des processus
conservés au travers de 1’évolution qui permettent la survie des espéces. L’endocrinologie est la
clé de la régulation des organes reproducteurs ainsi que des comportements sexuels. Les hormones
assurent la communication entre le cerveau et les organes reproducteurs, et permettent 1I’obtention
des conditions optimales dont dépend la fertilité. L hypothalamus et I’hypophyse sont les grands
orchestrateurs de la reproduction. L hypophyse est responsable de la synthese et de la sécrétion des

hormones folliculo-stimulante (FSH) et lutéinisante (LH), qui sont essentielles a la fertilité.

Les gonadotrophines, la FSH et la LH, sont des hormones responsables a la fois du
développement périnatal et postnatal et du maintien des organes reproducteurs. Elles sont
absolument indispensables a la fertilit¢ des mammiféres, que ce soit pour les males ou pour les
femelles. Chez les males, elles permettent la spermatogenése, et chez les femelles, la
folliculogénese et I’ovulation. Elles stimulent également les cellules des organes reproducteurs a
produire leurs propres hormones, soit la testostérone, les cestrogénes et la progestérone. La FSH et
la LH sont des glycoprotéines composées de deux sous-unités, soit la sous-unité alpha, commune
aux deux hormones et la sous-unité béta, qui leur confere leur spécificité. Ces sous-unités sont
synthétisées par les cellules gonadotropes qui représentent environ 10 % de la population de
cellules composant le lobe antérieur de I’hypophyse, ou 1’adénohypophyse. La régulation de leur
sécrétion provient de différentes sources : I’hypothalamus, les cellules gonadotropes elles-mémes
et les hormones sécrétées par les organes reproducteurs. Parmi les signaux émis par les cellules
gonadotropes, les activines, de la grande famille des TGFs, sont bien reconnues de par leur
capacité a stimuler la synthése de FSHP. Nous connaissons certains signaux de régulation, mais le
mécanisme moléculaire des cellules gonadotropes permettant la traduction de ses signaux en la

synthése de gonadotrophines demeure encore a découvrir.

La voie Hippo, une voie hautement conservée dans I’évolution, est retrouvée dans de
nombreuses cellules et occupe plusieurs roles, notamment dans le contrdle de la croissance et de la
prolifération cellulaire. Elle participe a ’homéostasie des tissus et la régulation de la taille des

organes. Il s’agit d’une cascade de kinases qui se termine par la phosphorylation des effecteurs



finaux, YAP et TAZ. La présence des effecteurs de la voie Hippo a récemment été démontrée dans
les cellules de I’hypophyse, mais aucun rdle fonctionnel ne lui a encore été attribué spécifiquement
dans les cellules gonadotropes. L’objectif de cette étude fut de déterminer le rdle physiologique
des effecteurs de la voie Hippo, YAP et TAZ, dans la régulation de la synthése des gonadotrophines
dans les cellules gonadotropes de I’hypophyse antérieure. A 1’aide du ciblage génique conditionnel,
nous avons créé¢ un modele de souris ayant subi la délétion de Yap/Taz spécifiquement dans les
cellules gonadotropes, nous permettant d’étudier le rdle des effecteurs de la voie Hippo dans un
contexte in vivo. D’autre part, des cultures primaires de cellules d’hypophyse et une lignée de
cellules gonadotropes murines immortalisée (LBT2) nous ont permis d’étudier les gonadotropes in

vitro, affranchies de toute influence physiologique.
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Chapitre 1. Recension de la littérature
1. L’hypophyse

L’hypophyse est une glande endocrine située a la base de I’hypothalamus. Elle se situe plus
précisément dans la selle turcique a la base du crane. Elle est composée de trois lobes, soit les lobes

antérieur, intermédiaire et postérieur.

1.1 Le développement de I’hypophyse

Les trois lobes de I’hypophyse sont anatomiquement adjacents, mais ils ne proviennent pas
des mémes tissus embryonnaires. Tandis que le lobe postérieur est formé a partir d’une évagination
de tissu neural provenant du diencéphale (ectoderme neural) se dirigeant ventralement, tandis une
invagination des cellules embryonnaires provenant de I’oropharynx (ectoderme oral) se dirigeant
dorsalement, vers le cerveau forme la poche de Rathke, le précurseur des lobes intermédiaire et
antérieur. Cette différence d’origine se reflete dans leur fonction et leur relation avec

I’hypothalamus (1,2) (Figure 1).

La formation et I’organisation de I’hypophyse a partir de la poche de Rathke sont
orchestrées par plusieurs facteurs de transcriptions, notamment BMP4, FGF8, FGF10. La
formation de la poche de Rathke de souris déficientes en BMP4 (bone morphogenic protein 4)
s’interrompt au jour embryonnaire 9.5 (e) (3). L’expression de BMP4 est remplacée par celle de
FGF8 et FGF10 (fibroblast growth factor) au 10.5e chez la souris. Ces facteurs sont exprimeés
durant toute la phase active d’expansion de I’hypophyse (11.5e-14.5°)(1). La poche de Rathke de
souris déficientes en FGF10 se retrouve en apoptose, indiquant un role de FGFs dans la survie de
I’hypophyse(4). Finalement, la voie des Wnts est également déterminante dans le développement
normal de ’hypophyse. Cette voie se divisent en 2 catégories : la voie canonique, médiée par la -
Caténine; et la voie non canonique (WNTS5), toutes deux impliquées dans le développement
hypophysaire. Des souris n’exprimant pas WNTS5, produisent une poche de Rathke
disproportionnée et dimorphique. En supprimant le géne S-caténine dans le diencéphale ventral,

on obtient une poche de Rathke de taille réduite et une diminution de I’expression de FGF8 (5).



Le processus de morphogenése de I’hypophyse est similaire pour toutes les espéces
vertébrées étudiées, entre autres des poissons, des amphibiens, des oiseaux et des rongeurs (6). Par
contre, I’'importance des différents lobes varie selon les espéces. Par exemple, le lobe intermédiaire
chez ’Humain disparait presque complétement lors de I’embryogenése, ne laissant essentiellement
que deux lobes (7). Les hormones sécrétées par I’hypophyse jouent des rdles essentiels par rapport

a la reproduction, a la croissance et dans le maintien de I’homéostasie.

Diencéphale

N

vy —

3¢ yventricule

Chiasme optique Y

—_— Hypophyse
ostérieure
Hypophyse P
Ectoderme oral antérieure

Figure 1. Différentiation des lobes de I’hypophyse a partir de leur origine embryonnaire (modifi¢e de

8)

1.2 L’anatomie et la fonction de I’hypophyse

Le lobe postérieur ou neurohypophyse est une continuité de I’hypothalamus. Il contient les
projections axonales terminales des neurones magnocellulaires dont les corps se trouvent dans les
noyaux paraventriculaires et supraoptiques de I’hypothalamus. Ces neurones sécrétent 1’hormone
anti-diurétique (ADH) et I'ocytocine. Ces deux hormones sont produites dans 1’hypothalamus,
traversent le lobe postérieur et se retrouvent dans la circulation veineuse a la sortie de la
neurohypophyse (Figure 2). A I’inverse de I’adénohypophyse qui produit ses propres hormones,
les hormones sécrétées par la neurohypophyse sont en fait produites par I’hypothalamus. La
régulation de la sécrétion de I’ADH et ’ocytocine est influencée par la volémie ainsi que la
gestation et la lactation, bien que ces mécanismes ne soient pas encore complétement élucidés

(9,10).
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Le lobe intermédiaire est quant a lui un tissu relativement homogene dont les cellules
produisent ’hormone mélanotrope (MSH), responsable de stimuler les cellules pigmentaires a

produire la mélanine en présence de rayons UV (1).

Le lobe antérieur, aussi appelé adénohypophyse, représente prés des deux tiers du volume
total de I’hypophyse. Il est constitué de différents types de cellules qui sécrétent plusieurs
hormones, soit la thyrotropine (TSH), la prolactine (PRL), I’adrénocorticotropine (ACTH), la FSH,
la LH et ’hormone de croissance (GH), en réponse a des signaux provenant de 1’hypothalamus.
Les signaux sécrétés par les neurones de 1’hypothalamus passent dans la circulation veineuse pour
atteindre les cellules de I’adénohypophyse grace a un systéme porte. Les hormones ainsi produites

quittent le systeme nerveux central pour stimuler I’activité endocrinienne d’autres organes (Figure

2)(11).

Activateurs ou
inhibiteurs d’hormones

Ocytocine

Hypothalamus

ADH

Veine
hypophysaire
(ADH, ocytocine)

Neurohypophyse — - Adénohypophyse

Veines hypophysaires
(ACTH, TSH, LH, F5H,
GH, PRL)

Figure 2. Circulation endocrinienne de I’hypothalamus vers I’adénohypophyse et 1a neurohypophyse
(modifi¢e de 11).
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En général, la sécrétion hormonale de I’adénohypophyse est régulée par trois mécanismes :
la libération d’hormones activatrices ou inhibitrices par I’hypothalamus, la sécrétion de facteurs
paracrines et autocrines intra hypophysaires et le rétrocontrole par les organes cibles des hormones

hypophysaires. La sécrétion de ces hormones se fait soit de manicre pulsatile ou épisodique (8,11).

1.2.1 L’adénohypophyse

L’adénohypophyse est constituée de cinq types de cellules neuroendocriniennes, qui sont
distribués soit régionalement, soit aléatoirement a travers la glande, ce qui ne facilite pas leur
identification. Les différents types de cellules proviennent d’une méme cellule progénitrice
différenci¢e grace a des facteurs de transcription spécifiques (1). Malgré leur origine commune,
ces cellules sont tres différentes d’un point de vue fonctionnel. Chacun des types de cellules est
stimulé par un signal spécifique de I’hypothalamus et sécrete une ou deux hormones qui lui sont
propres (Figure 3) (1,2). Ces 5 types cellulaires sont communs a tous mammiféres étudié€s, mais la
proportion qu’occupe chaque type cellulaire est variable selon les especes et également selon la
demande physiologique de I’individu. Par exemple, le nombre de cellules exprimant la prolactine
varie alternativement a la hausse et a la baisse lors la gestation, la lactation et le sevrage. Aussi, le
nombre de cellules exprimant I’hormone de croissance augmente lors de la puberté (12). Chez le
rat, le nombre de cellules gonadotropes augmente 1 a 2 semaines suivant une orchidectomie (13).

L’adénohypophyse est également constituée de cellules non endocrines qui servent a supporter le

tissu.
Hypothalamus TRH CRH GnRH GHRH GHIH
Adénohypophyse Thyrotropes Lactotropes  Corticotropes Gonadotropes Somatotropes
TSH PRL ACTH FSH, LH GH
Thyroide Glandes Surrénales Testicules Os,
mammaires Ovaires muscles
organes

Figure 3. Les hormones de I’hypothalamus et I’hypophyse avec leurs organes cibles (Figure originale).
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1.2.1.1 Cellules thyréotropes

Les cellules thyréotropes sont les cellules les moins abondantes dans 1’adénohypophyse,
représentant a peine 5 % de la population totale de cellules. Malgré leur faible nombre, elles sont
responsables de la régulation de la fonction endocrinienne d’une glande d’importance majeure, la
thyroide. Ce rdle est effectué grace a la production et la sécrétion de la thyrotropine (TSH) par les
cellules thyréotropes, une hormone qui provoque a son tour la sécrétion de la thyroxine (T4) et la
trilodothyronine (T3) par la glande thyroide. C’est ’hormone de libération de la thyrotrophine
(TRH) sécrétée par I’hypothalamus qui stimule la production de la TSH en s’attachant aux
récepteurs couplés aux protéines G a la surface des cellules thyréotropes et en déclenchant une
cascade de signalisation impliquant une augmentation du calcium intracellulaire. La TSH ainsi
produite est libérée dans la circulation sanguine. Ce sont principalement les hormones

thyroidiennes qui régulent négativement la sécrétion de la TRH (11,14).

1.2.1.2 Cellules lactotropes

La TRH peut également stimuler les cellules lactotropes, qui représentent 15 % des cellules
de I’adénohypophyse, a sécréter la prolactine (PRL), une hormone qui induit le développement et
la synthése du lait du tissu mammaire. Toutefois, il a été démontré que la production de la PRL
n’est pas enticrement dépendante de la TRH. Des souris déficientes en TRH (TRH™") peuvent étre
fertiles et produire du lait, malgré de faibles niveaux de PRL. La PRL est cependant nécessaire
pour une fonction optimale des cellules lactotropes et la synthése de I’ARN messager (ARNm) de

la PRL dans I’hypophyse est régulée par la TRH (15,16).

1.2.1.3 Cellules corticotropes

Les corticotropes représentent 5-10 % des cellules de [’adénohypophyse et sont
responsables de la sécrétion de 1’adrénocorticotropine (ACTH) suite a leur stimulation
par ’hormone de libération des corticotrolibérine (CRH) sécrétée par I’hypothalamus. La CRH
stimule la transcription de proopiomelanocortine (POMC), un polypeptide précurseur de I’ACTH,
ce qui mene a la synthése et a ’entreposage d’ACTH par les cellules corticotropes. L’ACTH est
une hormone qui cible les glandes surrénales principalement pour la production des

glucocorticoides (cortisol ou corticostérone) mais aussi des minéralocorticoides (aldostérone) et
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des androgénes (DHEA, androsténédione, testostérone). Comme la synthése de ’ACTH est
principalement régulée par le niveau de cortisol sanguin, 1’axe hypothalamo-hypophysaire-

surrénalien est en fait une réponse neuroendocrine au stress (17).

1.2.1.4 Cellules somatotropes

Les cellules somatotropes constituent 50 % de la population cellulaire de
I’adénohypophyse, soit la plus grande population. Ces cellules sécretent ’hormone de croissance
(GH) permettant la prolifération et la différenciation cellulaire au niveau des tissus osseux,
musculaires et des organes. La sécrétion de la GH est régulée par 1’action antagoniste de deux
hormones produites par I’hypothalamus : la somatolibérine (GHRH) et la somatostatine (GHIH),
qui est une hormone inhibitrice de ’hormone de croissance. C’est 1’équilibre entre la synthése de
la GHRH et la GHIH qui régule la sécrétion de la GH. La GHRH a ét¢ isolée pour la premiere fois
a partir de tumeurs pancréatiques causant de I’acromégalie, et plus tard associée a I’hypothalamus.
Son récepteur (GHRHR) est majoritairement exprimé par les cellules somatotropes de I’hypophyse
(18). Des expériences avec des souris déficientes en GHRHR fonctionnels ou en GHRH ont montré
que la prolifération méme des cellules somatotropes au sein de I’hypophyse est dépendante de la
GH (19). Sans GHRHR fonctionnel ou GNRH, les souris se retrouvent avec une sévere hypoplasie

de ’hypophyse (20,21).

1.2.1.5 Cellules gonadotropes

Les cellules gonadotropes représentent environ 5-15 %, des cellules de 1’hypophyse
antérieure, bien que cette proportion varie selon les espéces. Plus spécifiquement, chez les souris,
on retrouve environ 5-10 % de cellules gonadotropes (22). Comme 1’indique leur nom, ce sont les
cellules qui sont responsables de la sécrétion des gonadotrophines, soit la FSH et la LH. La FSH et
la LH sont des hormones essentielles pour le développement et le maintien de la fonction
reproductrice. Les cellules gonadotropes sécretent les gonadotrophines en réponse a la
gonadolibérine (GnRH), une hormone sécrétée par I’hypothalamus selon un mode pulsatile. Plus
spécifiquement, la sécrétion de la LH est régulée par la GnRH, tandis que la FSH, bien
qu’influencée par la GnRH, peut aussi étre sécrétée de maniere indépendante. Les gonadotrophines

par leur action endocrinienne induisent la sécrétion d’autres hormones (cestrogéne, progestérone,
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androgenes) par les organes reproducteurs, en particulier les ovaires et les testicules. C’est I’axe-

hypothamalo-hypophyso-gonadique (23,24).

1.3 L’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique (HHG)

L’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique (HHG) est un pilier de la reproduction chez les
mammiferes. Il s’agit d’un axe endocrinien complexe dont certains mécanismes moléculaires ne
sont pas encore ¢lucidés. Par contre, I'utilisation de ciblage génique conditionnel et des lignées
cellulaires immortalisées ont permis de mettre en lumicre plusieurs voies de signalisation jouant

des roles clés dans ’HHG.

1.3.1 Role de I'hypothalamus dans I’axe HHG

La GnRH est un décapeptide produit par I’hypothalamus qui lui permet de controler 'HHG.
C’est une hormone dont la structure peptidique est hautement conservée a travers les vertébrés, et
on retrouve méme un gene semblable chez les invertébrés. (25). Elle a été isolée pour la premiere
fois a partir d’hypothalamus porcin grace a son action sur la libération de la FSH et la LH (26).
Des mesures de la concentration sanguine de la GnRH dans les vaisseaux de la tige de I’hypophyse
ont permis de démontrer que la GnRH quitte ’hypothalamus et se rend dans I’adénohypophyse
grace a un systéme vasculaire porte (27). La GnRH est sécrétée par des neurones de I’hypothalamus
et se lie a ses récepteurs transmembranaires a haute affinité (GnRHR) sur les cellules gonadotropes
de I’adénohypophyse. Il s’agit de récepteurs pouvant se coupler a différentes protéines G. La voie
principale de la GnRH dans les cellules gonadotropes est la voie de la protéine Gq/11, qui active
la phospholipase C, ce qui entraine la formation de diacylglycérol (DAG) et inositol triphosphate
(IP3) (Figure 4). Ces complexes déclenchent des voies de signalisation impliquant une
augmentation du calcium intracellulaire et les protéines kinases régulées par des signaux
extracellulaires (ERK) et les protéines kinases c-Jun N-terminales (JNK) L’étude de ces voies de
signalisation dans des cellules gonadotropes immortalisées a permis d’associer la voie de
signalisation ERK avec la synthése de la sous-unité alpha des gonadotrophines (CGA) et la voie
JNK avec la synthése de la sous-unité béta de la LH. La GnRH peut également activer la protéine

Gs, qui phosphoryle I’adénylate cyclase, (AC) ce qui entraine 1’augmentation d’adénosine
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monophosphate cyclique (AMPc) et ’activation de la protéine kinase A (PKA). Toutefois, cette
derniére voie n’a pas été étudiée dans I’hypophyse, mais plutot dans des cellules placentaires (28-
33).

GnRH

\ n ﬂ {\ Récepteur GnRH
vu\
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st TP T T T T T g T TPl TP T2 T I TY
Gonadotrophines

—-————

Figure 4. La cascade de signalisation de la GnRH. AC: Adénylate cyclase, AMPc: adénosine
monophosphate cyclique, PKA : protéine kinase A, Creb : protéine de liaison de 1’¢lément de réponse a
I’AMPc, PLC : phospholipase C, IP3 : inositol triphosphate, DAG: diacylglycérol, PKC : protéine kinase
C, JNK : kinase n-terminale de c-Jun, ERK : kinase régulée par le signal extracellulaire (modifié¢ de 31)

La GnRH est sécrétée par pres de 1000 neurones dans le systeme porte de I’hypophyse par
des pulsations synchronisées. Ces pulsations se produisent a différentes fréquences, ce qui entraine
la sécrétion différentielle des gonadotrophines. Le pic de LH associé¢ a 1’ovulation chez les
mammiferes correspond a la fréquence de pulsations de GnRH la plus élevée, tandis que lors de la
phase lutéale les pulsations sont plus lentes. Plusieurs études ont montré que des pulsations rapides
de GnRH induisent la sécrétion de la LH, mais le lien entre les pulsations de GnRH et la sécrétion

de la FSH n’a pas encore été completement €lucidé. Il n’est pas clair encore si la FSH est sécrétée
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suivant des pulsations lentes de la GnRH ou simplement de manicre constitutive, c’est-a-dire

indépendamment de I’influence de la GnRH (24,34,35).

1.3.2 Role de I’hypophyse dans I’axe HHG

1.3.2.1. Le récepteur de la GnRH

Il y a trois types de GnRHR identifiés chez les vertébrés (types I, II, I11). Cependant, seul
le type I semble avoir une activité chez les mammiferes (36). Dans I’hypophyse, seules les cellules
gonadotropes possédent des récepteurs pour la GnRH. Toutefois, des récepteurs pouvant se lier a
la GnRH ont été identifiés ailleurs dans le systéme nerveux central. L hippocampe, les noyaux
septaux latéraux et le cortex cingulaire antérieur possedent des récepteurs pouvant spécifiquement
lier la GnRH. Les cellules de I’hypothalamus sécrétrices de la GnRH synthétisent également des
GnRHR. De plus, ces récepteurs se retrouvent également au niveau de certains organes
reproducteurs. Les cellules de Leydig dans les testicules, les cellules de granulosa et les cellules

lutéales dans les ovaires et des cellules placentaires peuvent exprimer des GnRHR (28,37,38).

Chez les souris males, les cellules gonadotropes commencent a exprimer des GnRHR au
16° jour embryonnaire. En insérant un géne causant la mort cellulaire dans des cellules exprimant
des GnRHR par ciblage génique conditionnel, I’importance de la signalisation de GnRH au niveau
du développement embryonnaire chez les males a été mise en évidence. Deux sous-populations de
cellules gonadotropes ont été créées, soit celles sécrétant la LH et celles sécrétant la FSH. Sans les
GnRHR, la sécrétion de la LH est compromise, ce qui affecte ensuite le développement des cellules
sécrétant la FSH. Cela indique qu’au niveau de ’hypophyse des males, les GnRHR sont essentiels
pour le développement embryonnaire normal des cellules gonadotropes (39). A notre connaissance,
un tel modele n’a pas encore été testé chez des souris femelles. 11 serait intéressant d’investiguer la
présence d’un dimorphisme sexuel quant au réle des GnRHR dans le développement de
I’hypophyse, considérant que la régulation de I’axe HHG différe entre les males et les femelles.
Cet aspect sera développé dans les sections suivantes. Finalement, chez les souris femelles et les
males, perturber I’expression des GnRHR entraine I’interruption du développement des organes

sexuels, des concentrations trés faibles de la FSH. la LH et la testostérone et I’infertilité (40).
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La présence des récepteurs extrahypophysaires et le réle des GnRHR dans le
développement des organes reproducteurs males nous obligent a considérer prudemment le ciblage

génique conditionnel a partir des GnRHR lors d’études de phénotypes.

1.3.2.2 La sécrétion des gonadotrophines

Comme mentionné précédemment, la sécrétion de la LH est dépendante des pulsations de
GnRH. Des pulsations rapides (plus d’une pulsation/par heure) €licitent la sécrétion de la LH par
les cellules gonadotropes murines. La FSH semble étre sécrétée en réponse a des pulsations lentes
de GnRH (moins d’une pulsation par deux ou trois heures) ou alors méme de maniere constitutive.
En effet, en privant ’hypophyse de I'influence de I’hypothalamus, par des moyens génétiques,
immunologiques, par culture tissulaire ou par allogreffe, cette glande continue de sécréter la FSH
in vivo et in vitro (41-44). Ce sont les hormones stéroidiennes produites par les gonades qui
exercent un rétrocontréle négatif sur la libération de la FSH (45). Toutefois, des stimulations
exogenes de GnRH in vitro élicitent une augmentation de la FSH et de la LH, suggérant que la

sécrétion de la FSH peut effectivement subir I’influence de la GnRH (46).

Malgré les nombreuses études démontrant ces faits, le mécanisme précis au niveau
moléculaire qui permet aux cellules gonadotropes de décoder le message pulsatif de
I’hypothalamus (GnRH) afin de produire les gonadotrophines de maniere différentielle demeure
énigmatique. Comme la majorité des cellules gonadotropes de I’hypophyse peuvent sécréter a la
fois la LH et la FSH, 1’adénohypophyse n’est pas divisée en sous-populations de cellules a capacité
endocrine unique. Les cellules doivent donc interpréter le signal en provenance de 1’hypothalamus
grace 4 un mécanisme intracellulaire. A I’instar de la plupart des cellules endocrines, les cellules
gonadotropes possedent des granules sécréteurs qui servent a entreposer et libérer les
gonadotrophines. Ces granules contiennent des protéines cargo, des granines, qui sont sécrétées en
méme temps que les gonadotrophines, soit chromogranine A (CgA), chromogranine B (CgB) et
sécrétogranines 11 (Sgll). Alors que la sécrétion de la LH se fait conjointement avec celle de Sgll
lors de I’exocytose des granules, la FSH semble étre entreposée avec CgA, du moins dans
I’hypophyse du rat (47). Cependant, il n’y a pas d’évidence de la sécrétion conjointe de la FSH et
CgA in vitro dans cellules gonadotropes immortalisées (48). Des coupes histologiques

d’hypophyses colorées par immunofluorescence montrent que la LH se trouve en périphérie des
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cellules prés de la membrane cytoplasmique, tandis que la FSH est distribuée uniformément dans
le cytoplasme, vraisemblablement entreposée dans un autre type de granules (49,50) (Figure 5).
Pour I’instant, il n’est pas encore clair si les granines sont réellement impliquées dans la sécrétion
différentielle des gonadotrophines. Cependant, la libération conjointe de la LH et SgII a partir d’un
méme type de granule suggére que GnRH pourrait réguler la sécrétion de la LH via une voie
dépendante des granines. A I’inverse, la sécrétion de la FSH emprunte une autre voie
intracellulaire, possiblement indépendante des granules (48). De plus, contrairement a la LH, la
FSH ne semble pas étre entreposée dans les cellules gonadotropes, mais plutot sécrétée deés que

produite (44).

Il est important de mentionner que chez les souris et les humains, on retrouve une expression
de la FSH dite extrahypophysaire, c’est-a-dire qui ne provient pas des cellules gonadotropes. Chez
la souris, les ovaires et les testicules peuvent exprimer les sous-unités de la FSH (51,52), tandis
que chez les humains, ce sont des tissus tels que 1’estomac, la prostate, la veine ombilicale et le
myometre de 'utérus (53-55). Cependant, I’importance physiologique de cette expression n’est pas
encore ¢établie. Il n’est pas clair si ces tissus peuvent assembler les sous-unités et réellement sécréter

la FSH, ou si les sous-unités ne sont en fait jamais assemblées (56).

Figure 5. Distribution des granules sécrétrices de la FSH et la LH sur des coupes d’hypophyses
antérieures de moutons. LH : rouge, FSH : vert, superposition : jaune (49)

Mis a part les mécanismes intracellulaires de sécrétion, les gonadotrophines sont régulées
par différents facteurs agissant a la fois de maniére autocrine et paracrine qui seront abordés dans

les sections suivantes.
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1.2.4 Les roles clés des gonadotrophines dans I’axe HHG

Une fois sécrétées par les cellules gonadotropes, les gonadotrophines, la FSH et la LH,
empruntent la circulation sanguine et se dirigent vers les organes reproducteurs. Elles agissent en
synergie afin d’assurer le développement et le maintien des fonctions reproductrices des

mammiferes.

1.2.4.1. La FSH

Chez les males, les gonadotrophines servent principalement a promouvoir la
spermatogénese au niveau des testicules en stimulant différents types cellulaires. La FSH cible les
cellules de Sertoli, régulant leur développement et leur différenciation. Les cellules de Sertoli sont
situées pres de la membrane basale des tubules séminiféres et jouent un réle de soutien pour les
futurs spermatozoides (Figure 6). Des rats déficients en GnRH traités avec la FSH ou exprimant la
FSH seulement par recombinaison génétique présentent un nombre plus élevé de cellules
germinales, particuli¢rement les spermatogonies et spermatocytes, que leurs homologues
hypogonadiques. Cependant, en I’absence d’androgénes, I’action de la FSH seule ne peut pas
générer de spermatides, le dernier stade de développement des spermatozoides (57-59). Cela
implique que la participation des androgenes est donc indispensable au développement complet
des spermatozoides. La FSH agit également de maniere indirecte sur la production d’androgéne en
augmentant le nombre de cellules de Leydig, les cellules situées dans 1’interstice entre les tubules
séminiferes (58). Toutefois, la FSH n’est pas essentielle a la fertilité chez les males. Des souris
males dépourvues de la FSH demeurent fertiles malgré des testicules et un nombre de cellules
germinales réduits (60). La FSH contribue également a sa propre régulation. La liaison de la FSH
avec son récepteur transmembranaire (FSH-R) a la surface des cellules de Sertoli augmente la
sécrétion des inhibines, importantes dans la régulation de I’axe HHG via des mécanismes de

rétrocontrdle (61).

Chez les femelles, la FSH contribue au développement folliculaire ovarien en ciblant les
cellules de granulosa, les cellules entourant ’ovocyte au centre du follicule (Figure 7). La FSH est
indispensable pour le passage du follicule préantral au follicule préovulatoire, mais agit également
aux stades folliculaires moins avancés. Inhiber la sécrétion de la FSH par invalidation

conditionnelle des geénes empéche les follicules de dépasser le stade préantral durant la
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folliculogénese (62). De plus, traiter des femelles rates pré pubéres avec des antagonistes de la
GnRH induit une diminution du nombre de follicules préantraux (63), tandis que des traitements
de FSH exogenes chez des rattes juvéniles augmentent le nombre de follicules préantraux (64). La
fixation de la FSH a son récepteur (FSHR) sur la membrane augmente 1’expression de I’aromatase
cytochrome P450 (Cyp19al), qui convertit les androgeénes produits par les cellules de la théque
ovarienne en cestrogeénes. Les cestrogeénes, en contrepartie, amplifient les mécanismes
intracellulaires induits par la FSH et ainsi potentialisent son action. Une augmentation de la
production d’cestrogenes est indispensable pour une croissance folliculaire normale (65,66).
Malgré le role significatif de la FSH, la stéroidogenese ne peut se faire sans la contribution de la
LH. Finalement, le développement de techniques telles que la RT-PCR a récemment permis de
mettre en évidence la présence de récepteurs de la FSH dans des tissus extragonadiques. Outre son
role au niveau de la reproduction, la FSH participe a d’autres processus physiologiques, notamment

la déposition de tissu adipeux et la résorption osseuse (67).

1.2.4.2 LaLH

De manicre générale, la LH est impliquée dans la production des androgénes. Chez les
males, les cellules de Leydig, ou les cellules interstitielles des testicules, répondent a la LH en
produisant la testostérone (Figure 6), laquelle est indispensable pour permettre aux spermatozoides
d’atteindre leurs stades finaux de croissance. Les cellules de Sertoli possedent des récepteurs aux
androgenes et donc répondent a la testostérone. En I’absence de testostérone, la spermatogénése ne

peut se compléter, elle s’arréte vers la fin de la méiose (68,69).

La LH chez les femelles agit de concert avec la FSH pour permettre a un follicule ovarien
antral, le follicule dominant, de se démarquer de ses congéneres pour devenir le follicule ovulatoire
et éventuellement ovuler (70). Cela se fait au travers d’une suite de réactions enzymatiques, la
stéroidogénése, qui mene a la production de la progestérone et des cestrogenes. D’abord, les cellules
thécales, qui bordent les follicules, répondent a la LH en synthétisant la progestérone,
I’androsténédione et la testostérone a la suite d’une cascade enzymatique a partir de I’importation
du cholestérol. Les androgénes diffusent ensuite vers les cellules de la granulosa et sont convertis
en cestrogénes (cestradiol et estrone) sous l’action de la FSH (Figure 7). L’estradiol et la

progestérone agissent de maniere paracrine afin de promouvoir le maintien du développement
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folliculaire et de la survie des cellules de granulosa. Les androgénes peuvent également stimuler la
croissance et le développement folliculaire (71,72). Finalement, le pic de LH qui survient au milieu
du cycle cestral induit I’expression de génes dans les cellules de la granulosa des follicules
préovulatoires qui sont critiques pour I’ovulation. Parmi ces génes, on retrouve le récepteur de la
progestérone (PR) et la cyclooxygénase -2 (COX2)(73). Ces geénes déclenchent le processus de
I’ovulation, la méiose de I’ovocyte, I’expansion du complexe cumulus-oocyte et la lutéinisation.
Suivant I’ovulation, les cellules de granulosa et de la theque deviennent des cellules lutéales et
forment le corps jaune, lequel sécrete la progestérone. Lorsque ’ovocyte est fécondé, le corps jaune
est conservé et la progestérone ainsi sécrétée empéche la différentiation finale et ovulation d’un
nouveau follicule préovulatoire, assurant ainsi le maintien de la gestation. Lorsqu’il n’y a pas de

fécondation, le corps jaune est lysé€ et ’animal peut de nouveau ovuler (74).
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Figure 6. Représentation schématique de ’effet des gonadotrophines sur la spermatogéneése (Figure
originale).
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Figure 7. Représentation schématique de D’effet des gonadotrophines sur la folliculogénése et
I’ovulation (modifiée de 75)

1.2.5 Rétrocontrole de ’axe HHG

1.2.5.1 Le rétrocontrole négatif par les hormones stéroidiennes

Les hormones stéroidiennes régulées par l'action des gonadotrophines participent non
seulement au développement des gonades, mais exercent aussi un rétrocontréle négatif ou positif
sur I’axe HHG (76). Le mécanisme derriére ce rétrocontrdle n’a pas d’action directe et ce n’est que
suite a de nombreuses années de recherche que des pistes de solution ont été découvertes. Tout
d’abord, les cellules de I’hypothalamus responsables de la sécrétion de la GnRH ne possedent pas
de récepteurs d’hormones stéroidiennes. Ce sont d’autres cellules au niveau du systéme nerveux
central qui se chargent de relayer le signal des hormones stéroidiennes vers 1’hypothalamus. La
découverte du caractere essentiel du ligand kisspeptine et de son récepteur pour la reproduction et
les recherches subséquentes ont permis de I’identifier comme un élément majeur de I’intégration
du signal stéroidien. En effet, dans le cerveau murin femelle, 60 % des cellules exprimant
kisspeptine expriment aussi le récepteur d’cestrogene (ER) (77,78). Ensuite, la boucle de
rétrocontrole n’est pas tout a fait la méme chez les males et chez les femelles. Chez les males, les

hormones stéroidiennes ont purement un effet de rétrocontrole négatif. L’administration de
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testostérone ou d’cestradiol chez des hommes déficients en GnRH supprime la sécrétion de la LH
et la FSH, et la castration d’homme normaux entraine une augmentation de la sécrétion de la LH.
Chez les femelles, la régulation est plus complexe. Alors que la progestérone n’exerce qu’un rdle
inhibiteur, les estrogénes exercent soit un role inhibiteur ou activateur selon le moment du cycle
cestral (41). Finalement, bien que la majeure partie du rétrocontrdle par les hormones stéroidiennes
de I’axe HHG se produise en amont de I’hypophyse, les cellules gonadotropes y participent aussi,
mais en moindre mesure, car elles expriment les récepteurs des androgenes et cestrogenes, pouvant

ainsi répondre aux hormones stéroidiennes (79,80).

1.2.5.2 Le rétrocontrole négatif par les inhibines et activines

Les activines et les inhibines sont des hormones de la famille des TGFp sécrétées par les
cellules gonadotropes qui agissent de mani€re autocrine et paracrine sur leur sécrétion
endocrinienne. Elles ont été découvertes sur la base de leur capacité a réguler la sécrétion de la
FSH, mais pas celle de la LH, dans des cultures d’hypophyses de rats (81). Les activines stimulent
la signalisation intracellulaire des gonadotropes afin d’augmenter la sécrétion de la FSH. Les
récepteurs des activines (TGFBR) se trouvent au niveau de la membrane des cellules gonadotropes.
Ils signalent via une cascade de kinases dont les effecteurs finaux sont les SMADs. Les inhibines,
structurellement trés semblables aux activines, sont produites par les cellules de Sertoli et les
cellules de la granulosa ovarienne. Elles exercent une suppression de la synthése de la FSH en se
liant aux récepteurs des activines, bloquant I’action des activines par inhibition de compétition

(82).

1.2.5.3 Les conséquences d’une mauvaise régulation des gonadotrophines

Lorsque I’'une ou I’autre de ces hormones est absente ou n’est pas sécrétée normalement, la
fonction reproductrice et les organes reproducteurs sont affectés. Des modeles de souris soumis a
du ciblage génique ont permis d’établir de maniere assez spécifique ce qu’il advient du systéme
reproducteur en ’absence des hormones faisant partie de ’axe HHG. En I’absence de la FSH, des
souris males demeurent fertiles, mais leurs testicules et le volume des tubules séminiféres sont
considérablement diminués. Il y a une diminution du nombre de cellules de Sertoli, de cellules
germinales et les spermatozoides perdent de la motilité (60,83). Contrairement aux males, la FSH

est essentielle a la fertilité chez les femelles. Sans elle, la folliculogenése est bloquée en amont du
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développement des follicules antraux et I'utérus est sous-développé. Une analyse fonctionnelle du
role de la LH au niveau du développement a révélé que son absence chez la souris entraine un
défaut du développement postnatal des gonades et une infertilité. Les males ont des testicules de
taille réduite, peu de cellules de Leydig et une diminution de la testostérone sanguine et
intratesticulaire, ce qui se traduit par I’infertilité. Les femelles dépourvues de la LH ont des ovaires
plus petits et une diminution des hormones stéroidiennes circulantes (cestrogéne et progestérone).
Aussi, alors que la folliculogénese semble se dérouler normalement aux premiers stades
folliculaires, les ovaires sont anormaux a I’histologie, il y a absence de corps jaune et une
dégénérescence accrue des follicules antraux, rendant impossible le passage au stade préovulatoire.
Les follicules demeurent donc coincés au stade antral, ce qui cause une absence d’ovulation et donc

Pinfertilité (84,85).

2. Régulation de la synthése des gonadotrophines

2.1 La structure des gonadotrophines

Les gonadotrophines sont des glycoprotéines dimériques formées de deux sous-unités liées
de maniere non covalente : la sous-unité alpha, CGA (Chorionic Gonadotropin a-subunit), qui est
commune aux deux hormones, et les sous-unités béta, FSHB et LHB, qui leur conférent leur
spécificité (Figure 8). CGA, aussi appelée GSU (Glycoprotein subunit), est également la sous-unité
d’une autre hormone hypophysaire qui occupe un réle endocrinien trés important : la TSH. Les
cellules qui la sécretent, soit les cellules thyréotropes, peuvent donc aussi synthétiser CGA (86-

88).
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Figure 8. Représentation structurale de la FSH liée au domaine extracellulaire du récepteur de la
FSH (ECD). Deux différentes orientations sont montrées. La sous-unité FSHS est en jaune, la sous-unité
CGA est en orange et le domaine extracellulaire du récepteur de la FSH est en vert 88).

2.2. La régulation génétique des gonadotrophines

L’¢tude de la régulation des geénes reliés a la syntheése des gonadotrophines est primordiale
a notre compréhension des voies de signalisation impliquées. Les geénes considérés comme
essentiels dans cette synthese sont les sous-unités des gonadotrophines, soit Cga, Lhb et Fshb, et
¢galement Gnrhr, qui initie la signalisation au sein des cellules gonadotropes. Ces génes sont

régulés par divers facteurs.

2.2.1 Régulation de Gnrhr

Le récepteur de la GnRH joue un rdle primordial au niveau de I’axe hypothalamo-
hypophysaire. Son expression génique est soit basale, soit régulée par les hormones stéroidiennes,
I’inhibine, I’activine et par la GnRH elle-méme. La GnRH peut a la fois stimuler ou diminuer
I’expression de Gnrhr. Une stimulation constante de cellules hypophysaires de rat avec de la GnRH
durant six heures induit une augmentation progressive de Gnrhr, mais au-dela de six heures
I’expression de Gnrhr diminue (89). Parmi les hormones stéroidiennes, ¢’est ’action de I’estradiol
qui est la plus caractérisée par rapport a son effet de Gnrhr. Elle augmente la réponse a la GnRH
ainsi que les ARNm et le nombre de GnRHR dans les cellules gonadotropes de plusieurs espéces
de mammiféres, comme les moutons, les vaches, les rats et les souris. Contrairement a I’estradiol,

la progestérone régule a la baisse a la fois le nombre de GnRHR et la transcription des ARNm de
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Gnrhr. Ensuite, chez les rongeurs, 1’activine augmente la synthése de GnRHR tandis que I’inhibine
produit I’effet inverse (90). Le promoteur de la GnRH est hautement conservé chez les souris et les
rats. Plusieurs facteurs de transcription peuvent se lier directement au promoteur et réguler son
expression génique. OCT-1 (Octamer-binding transcription factor-1) est un facteur qui permet de
lier plusieurs éléments fonctionnels dans la région proximale du promoteur. MSX (muscle segment
homeobox) et DIX2 (distal-less homeobox 2) agissent respectivement comme inhibiteur et
activateur de I’expression basale et la spécificité cellulaire de GnRH. OTX2 (orthodenticle
homeobox) augmente I’activité du promoteur, tandis que CREB (cAMP response element binding
protein) I'inhibe. Finalement, GATA-4, un motif liant de facteurs GATA, interagit avec ses deux
facteurs, GBF-A1/A2 et GBF-BI, des facteurs de liaison de boites G, afin d’activer le promoteur
de GnRH (91).

2.2.2 Régulation de Cga

La régulation génique de la sous-unité alpha (CGA) a été étudiée non seulement dans les
cellules gonadotropes, mais également dans les cellules thyréotropes. En effet, cette sous-unité est
nécessaire a la fois pour la synthése de la FSH, la LH et la TSH. Cga est donc régulée a la fois par
la GnRH et par la TRH, et est produite en quantité bien supérieure par rapport aux sous-unités béta
des trois hormones. Les premiéres voies de signalisation impliquées dans la régulation de Cga ont
¢été identifiées dans des cellules trophoblastes du placenta (92,93). Les cellules de ’hypophyse et
celles du placenta partagent les voies de signalisation en aval de la réponse induite par la GnRH,
notamment la voie de ’AMPc et la voie des ERK (94). Plusieurs séquences sur le promoteur de
Cga répondant a la GnRH ont été identifiées a ’aide de cultures primaires d’hypophyses de rats
(86,94-96). Plusieurs facteurs de transcription se liant au promoteur de Cga, tels que les GATA2
(GATA binding protein 2), PITX1 (paired like homeodomain 1), et des éléments de réponse sur le
promoteur de Cga, comme CRE (cAMP response element), o ACT (alpha-activating element), GSE
(gonadotrope specific element), aBE1 (alpha-basal element I), PGBE (pituitary glycoprotein
hormone basal element) et GnRH-RE (GnRH response element) sont impliqués dans sa régulation

(97).
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2.2.3 Régulation de Lhb
La régulation de Lhb est hautement conservée a travers les especes et est notamment définie
avec plus de certitude que celle de Fshb. Trois facteurs de transcription sont impliqués dans la

réponse a la GnRH et ils peuvent se lier directement sur la région proximale du promoteur de Lhb.

2.2.3.1 Expression de Lhb spécifique aux cellules gonadotropes dans I’hypophyse

SF1 (Steroidogenic factor 1), aussi appelé NRSA1 (Nuclear receptor subfamily 5, group A,
member 1), est un récepteur nucléaire et facteur de transcription exprimé dans 1’hypophyse
seulement par la population de cellules gonadotropes. Il est également exprimé par les gonades et
occupe un role essentiel dans le développement et la fonction des organes sexuels. SF1 peut a la
fois réguler Lhb et Fshb. Les deux autres facteurs sont PITX1, un facteur de transcription exprimé
principalement dans les gonadotropes et EGR1 (Early Growth Response 1) (98,99). Bien que le
role de ces facteurs dans la transcription de Lhib soit bien démontré, il existe une certaine
redondance fonctionnelle entre eux. En I’absence de EGR1, des souris femelles n’expriment pas
LHp et sont infertiles, tandis que FSHP et CGA ne sont pas affectés. Chez les males, 1’absence de
EGRI1 n’affecte pas la fertilit¢ (100). Chez des souris n’exprimant pas SF1, I’expression de CGA
et LHP est fortement diminuée. Cependant, des traitements avec de la GnRH permettent de rétablir
la sécrétion de la LH chez ces souris, suggérant que SF1 est essentiel pour I’expression basale de
Lhb, mais aussi pour son induction avec GnRH ; ou alternativement, que SF1 est remplacé par une
autre protéine lorsque les gonadotropes sont stimulées avec la GnRH (101,102). Finalement, des
expériences in vivo et in vitro démontrent que PITX1 semble nécessaire lors du développement des
cellules gonadotropes, mais son absence des cellules gonadotropes matures n’entraine pas de

changement (97,103).

2.2.3.2 Régulation de Lhb par GnRH

Le promoteur de Lhb est particulieérement sensible aux stimulations par la GnRH. Les
régions distales et proximales au promoteur de LAb ainsi que des facteurs de transcription de Lhb
contiennent des éléments de réponse a la GnRH. La transcription et I’expression de EGR-1 sont
stimulées par la GnRH, bien qu’elle n’ait pas d’effet sur PITX1 et SF1(97) (Figure 9). La cascade
de signalisation déclenchée par la GnRH qui régule directement LHP n’est pas encore

completement élucidée. Plusieurs cascades de protéines kinases activées par des mitogeénes
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(MAPK) sont impliquées, et constituent un réseau bien complexe. Par contre, le rdle du calcium
est bien établi et pourrait étre corrélé avec 1’activation des isoformes de PKC (104). L’implication
de ERK semble bien établie, d’autant plus que ERK est activé aprés 2-3 minutes de stimulation
avec la GnRH (tandis que p38 et JNK s’activent aprés 30 minutes), permettant d’établir un paralléle

avec les pulsations rapides de GnRH induisant la synthése de LHp (105).
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Figure 9. Schématisation simplifiée de la régulation de Lhb par la GnRH. La GnRH se lie a son
récepteur sur la membrane des cellules gonadotropes et active la protéine Gq, qui déclenche la voie des
ERK. Cette voie active la transcription de EGR1, qui se lie directement sur le promoteur de LAb, aux cotés
de SF1 et PITX1. Ensemble, ces facteurs potentialisent la transcription de LA4b (modifiée de 106).

2.2.3.3 Régulation de Lhb par les activines

La régulation de ’expression de Lhb par les activines est beaucoup moins investiguée que
celle de Fshb, notamment car chez I’Humain, le promoteur de L/b ne contient pas de site de liaison
aux SMADs, donc a priori n’est pas régulé par les activines. Cependant, de fagon intéressante, le
promoteur de LAb murin contient 3 sites de liaisons aux SMADs, ce qui ouvre la voie a une

régulation par les activines. En effet, une des protéines de la voie des SMADs, SMAD3, est capable
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d’interagir avec EGR1 et PITX1, agissant de concert avec la GnRH pour potentialiser I’effet de
EGRI1 et la liaison entre EGR1 et PITX1 afin activer davantage la transcription de Lab (107).

2.2.3.4 Régulation de Lhb par les hormones stéroidiennes

Plusieurs études ont pu démontrer, notamment grace au ciblage génique conditionnel, un
role de rétrocontrdle des hormones stéroidiennes dans la sécrétion de la LH. Chez des souris
n’exprimant pas le récepteur aux cestrogenes o (ERa), les niveaux de la FSH ne changent pas,
tandis que ceux de la LH restent les mémes ou augmentent (108,109). D’autres parts, des souris
n’exprimant pas le récepteur de la progestérone (PR) dans les cellules gonadotropes n’ont pas de
changement au niveau de la sécrétion de la LH, mais ’amplitude du pic de LH est moindre chez
les femelles (110). Ces résultats permettent d’avancer I’hypothese que les hormones stéroidiennes,

du moins les cestrogenes et la progestérone, régulent négativement Lhb.

2.2.4 Régulation de Fshb

Tout comme les autres genes impliqués dans la synthése des gonadotrophines, Fshb est
régulé principalement par la GnRH. Comme expliqué précédemment, les pulsations lentes de
GnRH stimulent la sécrétion de la FSH. Outre la GnRH, ’activine et 1’inhibine, des hormones de
la famille des TGF, contribuent également a la régulation de la FSH, soit en activant ou en inhibant
sa synthese. Finalement, les hormones stéroidiennes jouent ¢galement un role dans cette régulation.

La réponse a ces différentes hormones se traduit a I’aide des facteurs de transcription discutés ici.

2.2.4.1 Expression de Fshb spécifique aux cellules gonadotropes dans ’hypophyse

SF1 et PITX1 sont des facteurs impliqués autant dans la transcription de Lhb que de Fshb.
La suppression de SF1 chez des souris, de facon généralisée ou spécifiquement au niveau des
cellules gonadotropes, entraine une diminution marquée de Fshb dans I’hypophyse ainsi qu’une
diminution de la sécrétion de la FSH. Cependant, comme SF1 régule aussi la transcription de
Gnrhr, il est possible que la diminution de la FSH soit liée a la diminution de GnRHR. Aussi,
I’absence de SF1 n’empéche pas complétement la synthése de la FSH, indiquant que d’autres
facteurs agissent de concert avec SF1 pour contrdler de maniére optimale Fshb. Ensuite, PITX1 est
exprimé dans plusieurs populations de cellules de I’hypophyse et est un régulateur généralisé des

genes transcrit dans I’hypophyse. Lorsque la synthése de PITX1 et PITX2 est inhibée dans les
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cellules LBT2, des cellules gonadotropes murines immortalisées, la transcription de Fshb diminue.
La délétion de PITX1 in vivo chez les souris entralne une diminution de Fishb, mais affecte
¢galement séverement le développement de I’hypophyse. Ce modéle n’est donc pas optimal pour
évaluer le role de PITX1 spécifiquement au niveau de la transcription des geénes spécifiques des
cellules gonadotropes. LHX3 (LIM Homeobox gene 3) est exprimé dans les cellules LBT2 et a un
site de liaison sur le promoteur de Fshb. Surexprimer LHX3 dans des cellules gonadotropes
humaines et porcines augmente la transcription de Fshb (111). Finalement, GATA2 est un autre
gene important pour le développement de I’hypophyse, plus spécifiquement dans la différenciation
des cellules gonadotropes. Le role de GATA2 dans la synthese de FSHf n’est pas absolument
défini, mais des cellules gonadotropes matures (LBT2) capables de synthétiser FSHP expriment
davantage GATA2 que leur homologue immature (les cellules a-T3) incapable de la synthétiser,

suggérant un role pour GATA?2 dans la synthese de FSHp (112).

2.2.4.2 Régulation de Fshb par la GnRH

C’est la GnRH qui est la principale régulatrice de la synthése de FSH pour la majorité des
especes animales, mais les mécanismes précis impliqués ne sont pas encore complétement élucidés.
De maniere générale, la GnRH déclenche des cascades de protéines kinases activées par des
mitogenes (MAPK), notamment ERK1/2, JNK (voir la section 1.2.1) et p38. Cependant, bien
qu’étant activées par la GnRH, le réle de ces voies dans la synthése de Fshb n’est pas clairement
¢tabli. Par exemple, lorsque p38 est inhibé dans des cellules gonadotropes immortalisées (LET2),
on observe une diminution de I’induction de Fshb par la GnRH. Par contre, stimuler des cellules
de I’hypophyse en culture primaire avec un inhibiteur de p38 n’a aucun effet sur I’induction de
Fshb par la GnRH. Pour ce qui est de JNK, I’inhiber n’affecte pas I’induction de Fshb par la GnRH,
mais plutdt ’expression basale de FSHP. De plus, son activité sur le promoteur de Fshb dans les
cellules LBT2 n’est pas treés bien déterminée (113). CREB et Ap-1 sont d’autres facteurs qui
semblent influer sur la réponse a la GnRH. La stimulation avec la GnRH des cellules LBT2
provoque la phosphorylation de CREB et le recrutement des protéines de liaison de CREB sur le
promoteur de Fshb, et ce phénomene correspond temporellement a la production de FSHf en
réponse & la GnRH in vivo, ce qui permet peut-étre de corréler les deux événements (114). Pour

conclure, les études in vitro sur les mécanismes de I'induction de Fshb par la GnRH ne
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correspondent pas toujours aux résultats in vivo, et davantage d’expériences in vivo permettraient

d’y voir plus clair (112).

2.2.4.3 Régulation de Fshb par les activines

Les activines, tel que décrit plus haut, peuvent-stimuler la sécrétion de la FSH ainsi que la
synthése de Fshb, ce qu’elles font de manicre directe ou indirecte en régulant la synthése de
GnRHR (voir section 2.4.1). Trois activines ont été identifiées, soit A, B et AB. De fagon
intéressante, les activines sont structurellement trés semblables a I’inhibine, mais agissent de
maniére opposée (115,116). Comme mentionné précédemment, les activines empruntent une voie
canonique : la voie des SMADs. De manicre générale, les activines se lient a leur récepteur de type
sérine/thréonine kinase sur la membrane des cellules gonadotropes, ce qui phosphoryle SMAD?2 et
SMAD3 qui par la suite s’associe avec SMAD4, ce qui permet la translocation du complexe dans
le noyau et I’activation de la transcription de leurs génes cibles (Figure 10). Les SMAD3 et
SMAD4 peuvent se lier directement a I’ADN via 1’élément liant de SMAD (SBE) (117). C’est
I’activine B qui est sécrétée par les cellules gonadotropes et qui agit de manicre autocrine et
paracrine. Les recherches in vitro avec des cellules LBT2 sur le promoteur de Fshb de différentes
especes ont montré une potentielle variabilité inter espece de la sensibilité aux activines. Alors que
les promoteurs de Fshb ovins, murins et porcins montrent une activité induite par les activines, le
promoteur humain ne répond que faiblement (22,118). Une variabilité interespéce semble
¢galement se manifester en ce qui a trait au role des différentes SMADs dans la régulation de Fshb.
Chez les rats, I’induction de Fshb par les activines semble dépendre de SMAD?3 et non de SMAD2
(119), tandis que chez les souris SMAD2 et SMAD?3 sont nécessaires (120). Il n’y a pas beaucoup
d’études in vivo pouvant confirmer les résultats in vitro, car la délétion globale de SMAD2 et
SMAD4 dans un contexte de ciblage génétique n’est pas compatible avec la vie. La délétion de
SMAD?3 entraine une diminution de la fertilité chez les femelles et une diminution de la synthése
de Fshb chez les males, indiquant que SMAD3 n’est pas essentiel pour la sécrétion de la FSH in
vivo (22). Un autre facteur exprimé dans les cellules gonadotropes participe a la voie des activines :
FOXL2 (Forkhead box L2). Cet élément peut se lier avec SMAD3 au niveau du promoteur de Fshb
afin de participer au complexe SMADs et a la transcription de leurs genes cibles (121). Bien que
FOXL2 ait un site de liaison a haute affinité sur le promoteur Fshb porcin, son affinité est faible

sur les promoteurs murin et humain. Cependant, supprimer I’expression de FOXL2 a I’aide de
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pARNI (petits ARN interférents) dans les cellules LBT2 diminue considérablement 1’induction de
Fshb par les activines sur le promoteur murin, conférant un role in vitro de FOXL2 dans la réponse
aux activines (122). Une étude plus récente utilisant 1’approche de ciblage génique conditionnel
(Cre-Lox) a montré que faire la délétion de Fox/2 dans les cellules gonadotropes de souris entraine
une diminution de I’expression de Fshb, confirmant le role de FOXL2 dans la sécrétion de la FSH

in vivo (123).
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Figure 10. Activation de la cascade des TGFB par les activines. L’activine se lie a son récepteur des
TGFB, qui phosphoryle SMAD2/SMAD3, qui par la suite peut s’associer avec SMAD4, ce qui permet la
translocation du complexe dans le noyau et 1’activation de la transcription de leurs génes cibles (Fshb dans
les cellules gonadotropes) (Figure originale).
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3. La voie Hippo

3.1 Généralités

3.1.1 Découverte de la voie de signalisation Hippo

La voie de signalisation Hippo a d’abord été identifiée chez la mouche Drosophila en 1995
lorsque des chercheurs ont découvert que I’inactivation d’un geéne par le biais de mutations, Warts
(wts), entrainait une croissance exagéree des tissus (124,125). Par la suite, d’autres genes ont été
identifiés comme ayant un rdle similaire : Salvador (sav), Mob as tumor suppressor (mats) et Hippo
(hpo). Ces genes interagissent entre eux par une cascade de kinase et leur inactivation cause une
croissance démesurée des tissus. Les organes dont les cellules ont une version mutée de hpo
deviennent hyperplasique, tel que I’on se figure les organes d’un hippopotame, d’ou le gene tient
son nom. La voie de signalisation impliquant tous les génes partageant ce réle prend également le
nom de Hippo. Le dernier géne de la voie, découvert en 2005, Yorkie (vki), est identifi¢é comme
I’effecteur final (126-130). La découverte de cette voie de signalisation représente un intérét pour
la recherche en oncologie qui a permis d’identifier les homologues mammaliens de ces génes. La
plupart des ¢éléments de la voie Hippo de la drosophile sont hautement conservés chez les
mammiferes. Les Mammalian sterile 20-like protein kinase 1 and 2 (Mst1/2), homologues de Apo ;
Salvador family WW domain containing protein 1 (Savl), homologue de sav; Large tumor
suppressor 1 and 2 (Latsl/2), homologue de wts; MOB kinase activator 1A and B (Mobl),
homologues of mats; et les effecteurs finaux de la voie Hippo Transcriptional co-activator with
PDZ-binding Motif (Taz) et Yes-associated-protein (Yap), homologues de yki, constituent la voie
Hippo des mammiferes. (131,132).

3.1.2 Cascade de kinases

La voie de signalisation Hippo est une cascade de kinases sérine/thréonines canoniques qui
se termine par la phosphorylation de ses effecteurs finaux YAP et TAZ. La voie canonique
classique est déclenchée par un signal en amont qui provient d’une source mécanique ou
métabolique. Ce signal induit la phosphorylation des MST1/2, qui associées a SAV1 deviennent
un complexe protéique enzymatique actif qui phosphoryle les LATS1/2 (133). Elles vont

¢galement phosphoryler les MOBI, des protéines qui interagissent avec le domaine auto-inhibiteur
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des LATS1/2, ce qui induit une boucle d’activation de phosphorylation des LATS1/2, les rendant
pleinement actives (134,135). LATS1/2 exercent ensuite leur propre activité kinase et
phosphorylent les effecteurs finaux de la voie, YAP et TAZ. Une fois phosphorylés, YAP et TAZ
sont séquestrés dans le cytoplasme et/ou dégradés et n’induisent pas d’activité transcriptionnelle
(136). Lorsque la voie Hippo n’est pas activée, les effecteurs ne sont pas phosphorylés et peuvent
aller dans le noyau activer la transcription de leurs génes cibles. (Figure 11). Il existe d’autres voies
canoniques moins classiques ne passant par les kinases MST1/2, et agissant directement sur la

phosphorylation de LAST1/2, notamment via des protéines G avec les PKA (137,138).
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Figure 11. La cascade de kinases de la voie Hippo inactivée (a gauche) et activée (a droite). Lorsque la
voie est inactive, MST1/2 n’est pas phosphorylé, ce qui empéche le déclenchement de la cascade de kinases,
et YAP/TAZ non phosphorylés peuvent aller dans le noyau activer la transcription de leurs geénes cibles.
Lorsque la voie Hippo est activée par les signaux en amont, MST1/2 sont phosphorylés, et s’en suivent des
phosphorylations successives de LATS1/2 et YAP/TAZ, qui sont séquestrés dans le cytoplasme ou sont
dégradés (modifi¢e de 139)

3.1.3 Les effecteurs de la voie Hippo
Les protéines YAP et TAZ sont les coactivatrices transcriptionnelles de la voie Hippo,
homologues de la protéine Yki chez la drosophile. Elles jouent normalement un role

fonctionnellement redondant au sein de la voie Hippo, régulant la transcription des geénes cibles.
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3.1.3.1 YAP

YAP est une protéine tyrosine kinase composée de 488 acides aminés et associée a au
domaine SH3 de YES. Sa découverte et ’analyse de sa structure dans les années 1990 ont permis
de caractériser les domaines WW, des séquences contenant deux tryptophanes conservés (140).
YAP est composée de deux domaines WW. Il s’agit de modules structuraux permettant les
échanges protéine a protéine grace a la reconnaissance des sites sérine-thréonines phosphorylés.
Ces domaines sont essentiels afin que LATS1/2 puissent reconnaitre YAP et phosphoryler ses
résidus sérines. YAP possede 6 résidus pouvant étre phosphorylés : S61, S109, S127, S164, S381
et S397. Cependant, le résidu S127 a été identifi¢ comme étant le site principal & phosphoryler pour
inactiver YAP. En effet, le remplacement individuel de chacune des sérines par une alanine
démontre que lorsque S127 est mutée, Y AP démontre une plus grande résistance a ’activité kinase

de MST/LATS (136,141,142).

3.1.3.2 TAZ

TAZ est une protéine composée d’environ 452 acides aminés qui contient un site de liaison
PDZ et un domaine WW pouvant étre reconnu et phosphorylé par LATS. Elle a été découverte
dans les années 90s comme une molécule pouvant lier les protéines 14-3-3 et dont la structure est
homologue a celle de YAP. En effet, les deux cofacteurs possedent des domaines WW et peuvent
lier les mémes motifs sur les facteurs de transcription (143). TAZ possede 4 résidus sérines pouvant

servir de site de phosphorylation, soit S66, S89, S117 et S311(144).

3.1.3.3 Rétention cytoplasmique et dégradation

La phosphorylation de YAP/TAZ par LATS1/2 entraine leur rétention dans le cytoplasme
et inhibe la liaison avec leurs facteurs de transcription. Une fois phosphorylés sur leurs résidus
S127 et S89, respectivement, YAP/TAZ se lient aux protéines 14-3-3, dont le role est d’ancrer les
cofacteurs transcriptionnels dans le cytoplasme et ainsi empécher leur transport dans le noyau
(141). Toutefois, la rétention cytoplasmique n’est pas le seul mécanisme d’inhibition de YAP/TAZ.
La phosphorylation d’autres résidus par LATS1/2, soit S381 pour YAP et S311 pour TAZ, entraine
leur dégradation protéosomale par ubiquitination. Plus précisément, la phosphorylation de ces

résidus active la kinase caséine 1 (CK16/€), qui phosphoryle un phosphodegron (un motif
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DSGXXS dans lequel les résidus sérines sont phosphorylés), qui a son tour recrute les 3-TRCP1/2
(p—Transducin repeat-containing proteins), qui activent les enzymes d’ubiquitination (E1, E2, E3).

Ces enzymes attirent le protéasome qui dégrade les protéines ubiquitinées (144,145).

3.1.3.4 Translocation dans le noyau

Lorsque les résidus de YAP/TAZ ne sont pas phosphorylés, c’est-a-dire lorsque les cellules
sont dans un contexte qui inactive la voie Hippo, elles peuvent se transporter dans le noyau et
activer la transcription de leurs genes cibles. Cependant, malgré que YAP/TAZ soient des
activateurs transcriptionnels, ils ne peuvent pas lier ’ADN directement. IIs peuvent par contre lier
des motifs PPXY (proline/proline/n’importe quel acide aminé/tyrosine) sur des facteurs de
transcription a I’intérieur du noyau pour activer la transcription de leurs geénes cibles. Les facteurs
de transcription les plus puissamment activés par YAP/TAZ sont les « TEA domain-containing
sequence-specific transcription factors » (TEAD). Il y a quatre facteurs reconnus chez les
mammiféres, TEAD1-4. Le phénotype de souris dont les génes TEAD1 et TEAD2 sont inactivés
dans toutes les cellules ressemble a celui des souris dont le géne Y AP est inactivé. Ces souris ont
un développement embryonnaire caractéris€¢ par peu de prolifération cellulaire et beaucoup
d’apoptose, indiquant que ces facteurs jouent un role clé dans la médiation du role biologique de
YAP (146,147). TEAD est également le partenaire interagissant le plus avec TAZ, et cette
interaction est essentielle a ’accumulation de TAZ dans le noyau (148). Les TEADs ne sont
toutefois pas les seuls facteurs de transcription pouvant lier YAP/TAZ. Des études effectuées avec
des cellules souches embryonnaires ont démontré que YAP/TAZ sont aussi impliqués dans une
autre voie, soit celle des BMP, qui signale via les SMADs. L’interaction entre YAP et SMADI1
promeut son activité transcriptionnelle et TAZ est essentiel pour I’accumulation du complexe
SMAD?2/3-4 dans le noyau et la transcription des geénes cibles de cette voie (149,150). D’autres

interactions possibles entre la voie des SMADs et Hippo seront discutées dans la section 4.

3.1.4 Génes cibles de la voie Hippo

La combinaison de YAP ou TAZ et TEAD permet la liaison de TEAD a son élément de
liaisona I’ADN (TBE) et la transcription des génes cibles de la voie Hippo. Des études génomiques
ont permis d’identifier plusieurs de ces geénes, généralement considérés comme des oncogenes.

Entre autres, les geénes les plus connus sont Ctgf (Connective tissue growth factor) et Cyr6l
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(Cysteine-rich, angiogenic inducer 61), des génes qui stimulent la prolifération cellulaire ; Ankrd1
(Ankyrin repeat domain 1) est un facteur de transcription, Birc5 (Baculoviral IAP repeat containing
5) est un inhibiteur de 1’apoptose et Sgkl (Serum/glucocorticoid regulated kinase 1) une protéine

kinase (Figure 11) (151,152).

3.1.5 Signaux en amont
La voie Hippo n’est pas activée par une famille de ligands a I’instar de la plupart des voies
de signalisation. Elle ne posséde pas de ligand spécifique, mais est plutdt régulée par de nombreux

facteurs provenant de I’environnement, du métabolisme et méme d’autres voies de signalisation.

3.1.5.1 Contacts, jonctions et matrice cellulaire

Une partie importante de la régulation de la voie Hippo provient des contacts et de
I’adhésion entre les cellules. Elle dépend d’un concept classique de I’architecture de I’épithélium :
I’inhibition de la prolifération par contact cellulaire. Une haute densité de cellules en culture induit
la phosphorylation de YAP/TAZ et sa relocalisation au cytoplasme, tandis qu’avec une faible
densité de cellules YAP/TAZ se trouvent dans le noyau. De plus, ’augmentation des jonctions
intercellulaires des cellules en confluence élevée cause 1’activation des kinases LATS1/2 et donc
I’inactivation de YAP/TAZ (141). Un complexe protéique situé pres des jonctions intercellulaires,
NF2/Merlin, joue un role important dans I’inhibition de YAP/TAZ par différents moyens, entre
autres en assemblant des protéines d’échafaudages, Kibra, qui permettent I’activation de LATS1/2
et la phosphorylation de YAP/TAZ. D’autres protéines d’adhésion, comme les angiomotines
(AMOT), la « protein tyrosine phosphatase non-receptor type 14 » (PTPN4) et a-catenin, partagent
le méme role (Figure 11) (153-155). La voie Hippo est également influencée par la rigidité de la
matrice extracellulaire. Lorsque la matrice est rigide, YAP n’est pas phosphorylé et peut aller dans
le noyau activer ses genes cibles, tandis que lorsque la matrice est souple, YAP est phosphorylée
(152). Certaines de ces protéines répondent aux stimuli mécaniques pouvant réguler la voie Hippo
en modifiant la conformation du cytosquelette d’actine (154,156). En résumé, 1’adhésion cellulaire,
la formation de jonction intercellulaire et la nature de la matrice extracellulaire peuvent réprimer

I’activité transcriptionnelle de YAP/TAZ, donc activer la voie Hippo.
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3.1.5.2 Les protéines de polarité cellulaire

Des protéines de polarité cellulaire, telles que Scribble (SCRIB) et Crumbs (CRB), les
angiomotines (AMOT) (impliquées aussi dans les jonctions) (Figure 11) interagissent avec des
¢léments de la voie Hippo comme MST1/2 et LATS1/2 (132,155,157,158). Ces protéines agissent
principalement en inactivant YAP par la phosphorylation ou la séquestration de YAP dans le
cytoplasme grace au cytosquelette d’actine. Ces protéines exercent donc leur fonction en amont et
en aval de la voie Hippo, selon le mécanisme utilisé. Cependant, il est possible que le lien entre la
polarité cellulaire et la voie Hippo soit indirect et que certaines d’entre elles régulent la polarité

cellulaire et la voie Hippo par le biais de différents mécanismes (159).

3.1.5.3 Les facteurs solubles et récepteurs couplés aux protéines G

Certains récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) peuvent activer ou inhiber la voie
Hippo. Des hormones mitogenes et facteurs de croissance peuvent lier ces récepteurs pour induire
la prolifération cellulaire. L’acide lysophosphatidique (LPA), la thrombine, I’angiotensine II et les
cestrogenes peuvent activer YAP/TAZ (138), alors que d’autres ligands comme 1I’épinéphrine et le
glucagon, peuvent inhiber YAP/TAZ. L’angiotensine II est un ligand qui peut a la fois activer et
inhiber YAP/TAZ selon le type cellulaire. L’action du ligand dépend du type de protéines G
couplées a son récepteur. Les RCPG signalent par le biais de Rho-GTPases qui peuvent inhiber les
LATS1/2. Les RCPG couplés a Ga2/13 activent directement les Rho-GTPases, tandis que Gag/11 et
Gos passent par une protéine kinase C et A, respectivement, pour activer la Rho-GTPase. Gogii

peut a la fois activer ou inhiber les Rho-GTpases et Gas inhibe les Rho-GTPases (132,138).

3.1.5.4 Le role du métabolisme cellulaire

Finalement, la voie Hippo peut également étre régulée par un signal d’ordre métabolique.
Comme YAP/TAZ sont des facteurs de transcriptions qui induisent la prolifération et la croissance
cellulaire, ils sont dépendants de I’énergie et de I’apport nutritionnel des cellules. Un déficit
d’apport énergétique tel une privation de glucose peut entrainer la phosphorylation de YAP/TAZ
et donc leur inactivation, ce qui permet de préserver I’énergie utilisée abondamment en situation
d’anabolisme. D’autre part, en condition d’hypoxie, LATS2 est ubiquitiné et dégradé par le
protéasome et la transcription de TAZ est augmentée, ce qui potentialise I’activation de YAP/TAZ.

L’hypoxie est donc un déclencheur de la prolifération cellulaire, ce qui confirme le role du manque
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d’oxygeéne dans des processus pathologiques tels que le cancer (132,137). Les acides gras sont
des éléments essentiels lors de prolifération cellulaire, car ils composent la membrane des cellules.
L’inhibition d’une enzyme responsable de la synthése d’acides gras monosaturés (Stearoyl-CoA-
Desaturase 1) entraine la désactivation de YAP/TAZ. Par conséquent, la synthése de novo d’acides

gras monosaturés est liée a la transformation oncogene des cellules (137).

3.2 Fonction chez les mammiféres

3.2.1 Développement

Le role de la voie Hippo chez les mammiféres est principalement de controler le
développement des organes ainsi que lI’homéostasie des tissus en modulant la prolifération
cellulaire, I’apoptose et la différenciation cellulaire. Au cours du développement embryonnaire, la
voie Hippo sert a coordonner la transition de la prolifération cellulaire a la quiescence en plus
d’assurer une différenciation cellulaire adéquate. En effet, la surexpression de YAP dans les
intestins de la souris cause une expansion des cellules progénitrices et une perte des cellules
différenciées (160). Aussi, la perte de SAV1 chez la souris entraine une hyperplasie des cellules
progénitrices et une perte de la différenciation de plusieurs tissus tels que la peau, les intestins et
I’épithélium pulmonaire (161). Cette méme surexpression de YAP dans le foie permet une
prolifération différenciée des hépatocytes, mais pas de perte de différenciation, ce qui indique que
Hippo n’est pas toujours impliquée dans la différenciation cellulaire (160). En résumé, les
effecteurs YAP/TAZ non phosphorylés localisés dans le noyau sont associés a une activité kinase
diminuée donc une promotion de la croissance, une inhibition de 1’apoptose et I’état de cellule
souche. A I’inverse, lorsque YAP/TAZ sont cytoplasmiques et phosphorylés, ils sont associés avec
une activité kinase accrue et une restriction de la croissance cellulaire. Le role de la voie Hippo
dans le contréle de la prolifération cellulaire ’a mise en avant-plan dans la recherche sur la

compréhension des mécanismes moléculaire supportant les processus tumoraux (162).

3.2.2 Tumeurs
La voie Hippo a d’abord été définie chez la Drosophile grace a des techniques de criblage
génétique afin d’identifier de nouveaux genes impliqués dans la suppression des tumeurs (125).

Depuis, des études sur la tumorigeneése dans différents tissus ont permis d’établir le role de
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suppression des tumeurs de la voie Hippo. Des mutations dans les éléments de la voie Hippo
menent souvent a des cancers. Par exemple, I’activation prolongée de Y AP dans le foie, I’cesophage
et le cerveau induisent des carcinomes hépatocellulaires, des carcinomes spinocellulaires et des
médulloblastomes (163-165). Des mutations de NF2 sont réguliérement observées dans les
mésothéliomes malins, schwanomes et méningiomes (166). Des souris déficientes en LATS1
développent des sarcomes des tissus mous et des tumeurs ovariennes (167). L’expression
augmentée de YAP/TAZ ou leur abondance dans le noyau sont observées dans différents types de

cancers, incluant les seins, les poumons, le colon, les ovaires et d’autres tissus (132).

3.3 La voie Hippo dans I’hypophyse

Le lien entre la voie Hippo et I’hypophyse a été établi tout récemment. Nous disposons donc
de peu de données présentant une corrélation entre Hippo et ’hypophyse. D’abord, une étude a
montré que I’hypophyse des souris n’exprimant pas LATS1 est hyperplasi€e et peuplée des cellules
morphologiquement anormales, ce qui affecte la fonction endocrinienne. En effet, la production de
la LH et de la PRL est diminuée, tandis que celle de la FSH n’est pas affectée. Ces changements
hormonaux empéchent les souris femelles de cycler et donc elles sont infertiles (167). Ensuite,
I’expression des ¢léments de la voie Hippo, tels que les genes Fat3, Fat4, Mstl, Mst2, Latsl, Yap
et Tead? et les protéines YAP et TAZ a été détectée dans I’hypophyse murine en développement.
Grace a I’hybridation in situ et I'immunofluorescence, un groupe de chercheurs a pu mettre en
¢vidence la présence de ces geénes et protéines dans plusieurs stades de développement
embryonnaires. Mstl, Mst2 et Lats] sont fortement exprimés durant tout le développement, tandis
que Lats2 est a peine transcrit, permettant d’émettre I’hypotheése que LATSI est la kinase principale
en amont de YAP/TAZ dans I’hypophyse. Pour ce qui est des Teads, c’est Tead? qui est le plus
exprimé donc probablement le facteur le plus important en amont de la voie. Les localisations
cytoplasmiques et nucléaires appropri¢es des protéines YAP/TAZ phosphorylées ou non
phosphorylées suggerent un role fonctionnel de la voie Hippo dans ’hypophyse murine (168). Le
méme groupe a montré que I’activation de la voie Hippo durant le développement est essentiel a la
régulation de la taille de I’hypophyse et a la différenciation des cellules souches vers les différentes
lignées cellulaires. La délétion post-natale de Lats/ (donc une activité augmentée de YAP/TAZ)
cause une multiplication incontr6lée des cellules souches hypophysaires non différenciées, donnant

naissance a des tumeurs hypophysaires agressives qui ne sécrétent pas d’hormone. Curieusement,
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la surexpression seule de YAP activée (sans TAZ) dans ’hypophyse post-natale n’induit pas de

tumeurs et n’empéche pas la différenciation des cellules souches (169).

Ensuite, le groupe s’est intéressé au patron d’expression de la voie Hippo dans des
hypophyses humaines normales et tumorales. Ils ont démontré la présence de YAP/TAZ non
seulement dans I’hypophyse embryonnaire, mais aussi dans I’hypophyse adulte. Aussi, les
cofacteurs sont fortement exprimés dans des tumeurs hypophysaires non différenciées. Finalement,
ils ont découvert que I'inhibition de Lats! dans des cellules lactosomatotropes immortalisées
entraine une diminution de l’activité des promoteurs de Gh et Pri/, permettant d'envisager la

possibilité d'un role suppressif de la voie Hippo dans la sécrétion hormonale de I’hypophyse (170).

4. Interactions possibles de la voie Hippo dans I’hypophyse

Malgré la récente démonstration de la présence d'¢léments de la voie Hippo dans
I'hypophyse, son réle fonctionnel dans la sécrétion endocrinienne n’a pas encore été complétement
¢lucidé. Les régulateurs de la synthése des gonadotrophines qui peuvent interagir avec des éléments
de la voie Hippo nous permettent d’établir des hypothéses quant au role endocrinien de cette voie
dans I’hypophyse. Les SMADs jouent un role dans I’induction de Fshb par les activines.
Interagissent-elles aussi avec la voie Hippo afin de réguler I’expression des gonadotrophines ?
Aussi, la voie des Wnts, impliquée lors du développement de I’hypophyse, peut interagir avec les

effecteurs de la voie Hippo.

4.1 Hippo et TGFp

4.1.1 YAP-TAZ et SMAD2/3-4

Plusieurs interactions entre la voie Hippo et les SMADs ont été mises en évidence dans
différents types cellulaires et modeles. Tout d’abord, 1’existence d’une interaction entre TAZ et
SMAD1/2/3/4 induite par une stimulation de TGFp a été démontrée dans des cellules souches
embryonnaires. Ensuite, 1'utilisation de pARNi a permis d’inactiver I’expression de TAZ dans les
cellules stimulées aux TGF. Les cellules exprimant toujours TAZ avaient une grande quantité de

SMAD?2 dans le noyau, tandis que dans les cellules traitées avec les pARNi, TAZ était plutdt
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distribué partout. En I’absence de TAZ, le complexe SMAD2/3-4 ne réussit pas a s’accumuler dans
le noyau pour activer la transcription de ses genes cibles. TAZ peut donc réguler 1’accumulation
nucléaire des SMADs lorsque la voie TGFP est activée (149). Ensuite, il a été démontré
qu’interférer avec la phosphorylation de YAP/TAZ entraine leur accumulation dans le noyau avec
SMAD?2/3. Autrement dit, I’inactivation de la voie Hippo permet la transcription des génes cibles
des SMADs (157). Finalement, une autre étude a permis de mettre en évidence I’interaction entre
les voies Hippo et TGFP. En effet, en stimulant des cellules kératinocytes immortalisées avec
TFGP, on induit la formation de complexes YAP/TAZ-SMAD?2/3. De plus, ces complexes se
retrouvent principalement dans le noyau en conditions de faible densité cellulaire, et
principalement dans le cytoplasme lorsque la densité est haute (171). Ces résultats montrent que la
voie Hippo, ou du moins des effecteurs YAP et TAZ, ont un certain controle sur la localisation des
complexes SMADs activés, qui dépend de la densité cellulaire. Ils peuvent en effet séquestrer le
complexe SMAD2/3 dans le cytoplasme en condition de densité cellulaire élevée. En résumé,
certaines €tudes montrent que I’activation des effecteurs YAP/TAZ induit la séquestration du
complexe SMAD2/3 activé, tandis que I’inactivation de la voie Hippo permet la translocation du
complexe SMAD?2/3 activé dans le noyau et la transcription des génes cibles de cette voie (Figure

12).
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Figure 12. Séquestration du complexe SMAD2/3 dans le cytoplasme par YAP/TAZ. YAP/TAZ
phosphorylé par la cascade de kinase de la voie Hippo peut lier le complexe SMAD2/3 phosphorylé et ainsi
le séquestrer dans le cytoplasme, I’empéchant de venir activer la transcription de ses genes cibles (Figure
originale).

4.1.2 YAP et SMAD7

SMAD7 est responsable de la régulation négative de la voie TGFB/SMAD activée. Une fois
que SMAD?7 est li¢ au récepteur de TGF, il sera ubiquitiné, internalisé par endocytose et détruit
au protéasome. SMAD7 peut lier YAP par son domaine WW, entrainant sa séquestration au
cytoplasme. De fagon intéressante, la présence de YAP potentialise 1’effet inhibiteur de SMAD?7.
In vitro, la transcription induite par les TGFP est réduite lorsque les cellules sont traitées avec
SMAD7, et davantage réduite si on ajoute YAP, selon un effet additif. Y AP semble donc dans ce
contexte jouer un role d’inhibition dans la signalisation TGFB/SMAD (172,173).
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4.2 Hippo et Wnts

La voie des Wnts, impliquée dans le développement de I’hypophyse (voir section 1.1) peut
aussi avoir des interactions avec la voie Hippo. DVL (Dishevelled) est une protéine d’échafaudage
partagées par les voies canonique et non canonique des Wnts qui participe a la régulation de
I’activité de B-Caténine. DVI peut interagir avec la voie Hippo : elle est responsable de
I’exportation de Y AP phosphorylé du noyau vers le cytoplasme et est également impliquée dans le
déplacement intracellulaire de YAP (174). De plus, YAP et TAZ peuvent servir d’effecteurs en
amont d’une voie alternative des Wnts (par opposition aux voies canoniques et non- canonique des
Whnts). Cette voie, indépendante de B-Caténine, peut induire I’activité de YAP-TAZ et TEAD
(175).
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Chapitre 2. Hypothése et objectif

Notre hypothése initiale pour ce projet était que la voie Hippo, par le biais de ses co-
activateurs transcriptionnels YAP et TAZ, participe a la régulation de la synthése des
gonadotrophines dans les cellules gonadotropes de ’hypophyse en interagissant avec la voie des
SMADs. L'objectif de la présente étude fut donc de déterminer le réle physiologique de YAP et
TAZ dans la synthése de la FSH et la LH a I’aide de ciblage génique conditionnel, de cultures

primaires de cellules hypophysaires et de lignées cellulaires gonadotropes immortalisées
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Abstract

Hippo is an evolutionarily highly conserved signaling pathway with critical roles in cell
differentiation, proliferation and apoptosis in a variety of tissues. Although recent reports
demonstrated activity of the Hippo kinase cascade in mouse anterior pituitary gland, whether the
Hippo pathway is involved in regulating gonadotropins production remains completely unknown.
The objective of this study was therefore to characterize the roles of the Hippo transcriptional
coactivators YAP and TAZ to gonadotropins synthesis and secretion. Using a conditional gene
targeting approach (cKO), we found that gonadotrope-specific inactivation of Yap and Taz resulted
in increased circulating levels of FSH and LH in adult male mice, along with a slight sperm density
increase. cKO female mice had augmented circulating LH (but not FSH) levels, which were
associated with a hyperfertility phenotype characterized by higher ovulation rates and larger litter
sizes. Surprisingly, the loss of YAP/TAZ in gonadotropes did not appear to affect key gonadotropin
synthesis-related genes, but both basal and GnRH-induced LH secretion was increased in pituitary
cells from cKO mice cultured in vitro. In addition, pharmacological inhibition of YAP/TAZ
binding to TEAD family of transcription factors affected both basal and GnRH-induced LH
secretion in LBT2 gonadotrope-like cells in vitro. Taken together, these results suggest that
YAP/TAZ, and by extension Hippo signaling, exert a suppressive role on gonadotropin secretion

(particularly LH) in gonadotrope cells.

Key words: YAP, TAZ, gonadotropins, KO mice, fertility
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Introduction

The gonadotrope cells in the anterior pituitary gland are responsible for the production of
the gonadotropins follicle-stimulating hormone (FSH) and luteinizing hormone (LH), two critical
regulators of gonadal function in mammals (1-4). In males, while FSH supports normal
spermatogenesis via its action in testicular Sertoli cells, LH stimulates androgen production by
Leydig cells (2,3). In females, FSH is critical for ovarian follicle growth and maturation (4,5) and
LH regulates steroidogenesis by the ovaries and is critical for ovulation and luteinization (5,6).
Therefore, deregulation in the production of one or both gonadotropins can affect fertility in both

SEXCES.

LH and FSH are dimeric glycoproteins composed of a common alpha subunit (CGA) and
unique B subunits (LHB and FSHB) which confer biological specificity (1,2). The rate-limiting step
in gonadotropin synthesis is however the expression of LAhb and Fshb. The main regulator of Lhb
transcription is the gonadotropin releasing hormone (GnRH) (7). Briefly, GnRH binds to its
receptor (GnRHR) to induce early-growth response 1 (EGR1) via extracellular regulated kinases 1
and 2 (ERK1/2) (8,9). EGRI1 in turn will act in concert with NR5A1 (also known as steroidogenic
factor 1; SF1) and paired-like homeodomain transcription factor (PITX) proteins within the Lhb
promoter to activate its transcription (10-13). On the other hand, Fshb transcription is mainly
regulated by transforming growth factor-p (TGF-) superfamily ligands such as activins (14). Once
they bound to their receptors, activins stimulate the phosphorylation of intracellular SMAD
proteins 2 and 3 (mainly SMAD3), which complex with SMAD4 and accumulate in the nucleus.
Then, the SMAD2/3/4 complex act as transcription factors in combination with forkhead box L2
(FOXL2) to promote Fishb transcription (1,15,16). Although it has been demonstrated that Lhb
expression is independent of activins action (2,17), it is also reported that SMAD proteins are a
part of a transcriptionally active complex that is critical for the regulation of the Lhb gene

transcription (18).

A pathway that has been shown to interact with SMADs in several tissues other than
pituitary gland is the Hippo pathway (19). Hippo is an evolutionarily highly conserved signaling
pathway composed by a core kinase cascade that ultimately results in the phosphorylation of the
transcriptional co-regulatory proteins Yes-associated protein (Y AP) and transcriptional coactivator
with PDZ-binding motif (TAZ) (20). In the absence of Hippo signaling activity, unphosphorylated

YAP/TAZ accumulate in the nucleus and form complexes with numerous transcription factors,
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notably those of the TEAD family, resulting in the modulation of the transcriptional activity of
target genes in a cell type- and context-specific manner (21,22). When Hippo signaling is active,
YAP/TAZ are exported to the nucleus. While phosphorylation of YAP/TAZ by casein kinase 1
results in their ubiquitination by B-TrCP and subsequent proteasomal degradation (23,24),
phosphorylated YAP/TAZ can also bind proteins of the 14-3-3 family, resulting in their retention
in the cytoplasm (25). In this context, studies have established functional interactions between
Hippo and the TGFp/activin/nodal branch of receptor-regulated SMADs. In epithelial cells, high
cell density induces YAP/TAZ phosphorylation and cytoplasmic retention, which in turn bind to
TGFB-induced SMAD2/3/4 complexes and sequester them in the cytoplasm, thereby suppressing
TGEFp signaling (19). Another study reported that YAP can bind an inhibitory Smad (SMAD7) and
promote its role in preventing the phosphorylation of SMAD2/3 (26). Taken together, these
findings led us to hypothesize that YAP and/or TAZ could play an important role in the
transcriptional regulation of gonadotropins synthesis-related genes, particularly Fishb.

Recently, the expression of YAP and TAZ during embryonic and postnatal development of
the pituitary gland has been described in mice (27). It was demonstrated nucleo-cytoplasmic
expression of YAP and TAZ in scattered cells throughout the anterior lobe of postnatal pituitaries.
Although the authors suggest a possible role for this pathway in the regulation of the uncommitted
stem/progenitor cell pool (especially during embryogenesis), this function remains to be elucidated.
Most importantly, the physiological roles of the Hippo effectors YAP and TAZ in gonadotrope
cells remain completely unknown. For this reason, the objective of the present study was to
determine the physiological relevance of the Hippo effectors YAP and TAZ to gonadotropin
production in mice gonadotropes. For this, we employed an in vivo conditional gene target

approach and made use of the immortalized gonadotrope cell line LBT2.

Materials and methods
Ethics

All animal procedures were approved by the Comité d’éthique de I’utilisation des animaux
(CEUA) de la Faculté de médecine vétérinaire de 1’Université de Montréal and conformed to the

International Guiding Principles for Biomedical Research Involving Animals.
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Animal models and genotyping
C57BL/6]J wild-type mice (referred to herein as wild-type) were purchased from The
Jackson Laboratory. Mice bearing floxed alleles for Yap and/or Taz described in (28,29) and

referred to herein as Yap1o¥/1ox; Tz flox/flox

, were graciously provided by Eric Olson (University of
Texas Southwestern Medical Center). These mice were mated to mice bearing a GnRH receptor-
IRES-Cre driver (acquired from Dr. Daniel Bernard, McGill University, Montreal, Canada),
referred to herein as Gnrhr®™“”, to obtain the conditional knockout mice (referred to herein as
Yap1o¥/fox, Tgz1ox/ox. GnrhrS1ic* or ¢KO mice) and their littermates which were used as controls
(referred to herein as YapTo¥1ox; Tgzo¥fox or control mice). The GnRHRE " gene was always
introduced by the females because of the role of the GnRHR in the male reproductive germline
(30). All mice were genotyped by PCR with DNA extracted from tail biopsy. Genotyping analyses
were performed on DNA extracted from tail biopsies, and using the following PCR conditions: 2

min at 94°C for one cycle, 30 s at 94°C, 30 s at 60°C and 40 s at 72°C for 35 cycles, and 4 min at

72°C for one cycle. Genotyping primers are listed in Table 1.

Primary pituitary cell cultures

Pituitary glands collection and preparation for primary cultures were performed as
previously described (31). Briefly, pituitary glands were collected from 12- to 16-week-old male
and female cKO (Yap1o¥/ox; Tgz1o¥ox. Gnrhrtie™) and control (Yapo¥10%; Taz10¥10%) mice in M199
medium supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS). Pituitaries were washed 3 times
in HBSS with 150 umol/L CaCl,, cut several times with a scalpel, and digested in collagenase (1.5
mg/mL) (Millipore-Sigma, Burlington, MA, USA; diluted in HBSS with 30 mg/mL BSA, pH 7.4,
40 pL/pituitary) at 37°C for 2 hours. The suspension was then washed with 3 mL calcium-free
HBSS, centrifuged for 5 min at 1000 x g, and resuspended in pancreatin solution (Millipore-Sigma;
4.5 mg/mL in calcium-free HBSS; 40 puL/pituitary). Pancreatin digestion was performed in a 37°C
water bath with manual agitation for 6 to 8 min. Finally, the cell suspension was washed 3 times
in 5 mL M199 media containing 10% (v/v) FBS, and cells were seeded (day 0) at density of 1 x
10°/well in 96-well plates. After 24 h, cells were treated or not with luM GnRH (Millipore-Sigma)
for 15 or 30 minutes in triplicate, and the experiment was repeated 3 times. Medium was then

collected for hormonal assay and cells harvested for total RNA extraction.
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LBT2 cell culture and treatments

LBT2 gonadotrope-like cells (gift from Dr. Daniel Bernard, McGill University, Montreal,
Canada) were cultured as previously described (32,33). Briefly, LBT2 were seeded (day 0) at
density of 1 x 10°/well in 48-well plates and cultured in medium DMEM 1X (Wisent, St-Bruno,
Quebec, Canada,) supplemented with 10% fetal bovine serum and 4 ug/ml of gentamycin for at
least 24 h before the treatments. On the day of the treatments, medium was removed and replaced
with medium containing 2% (v/v) FBS. Cells were then pretreated for 1h with 5 uM of verteporfin
(VP; Millipore-Sigma,) before challenge with luM GnRH. Treatments were performed for 15 min
(an adequate pulse length to induce LH secretion in LBT2 cells as previously described (34)) in
quadruplicate, and the experiment was repeated 3 times. Medium was then collected for hormonal

assay and cells harvested for total RNA extraction.

RNA extraction and real time RT-qPCR

Total RNA from cultured cells (primary pituitary cells or LBT2 gonadotrope-like cells
culture) or whole pituitaries was extracted using the RNeasy Mini Kit (Qiagen, Toronto, ON,
Canada) according to the manufacturer’s protocols. RNA quantity and quality were assessed using
a NanoDrop 1000 spectrophotometer (Thermo-Fisher Scientific). Total RNA was reverse-
transcribed using the SuperScript Vilo cDNA Synthesis Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and
gPCR reactions consisted of 2.3 puL of H20, 6 pmol of each forward and reverse gene-specific
primer and 7.5 pL of Advanced qPCR mastermix with Supergreen (Wisent). Real-time PCR
reactions were run using a CFX96 Real-Time System/C1000 Touch thermal cycler (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). The thermal cycling program consisted of: 3 min at 95°C, followed by 40
cycles of 15 s at 95°C, 30 s at 60°C and 30 s at 72°C. mRNA levels were determined using Bio-
Rad CFX Manager Software (Bio-Rad). To quantify relative gene expression, the Ct of target gene
amplification was normalized to the expression level of a housekeeping gene (Rp/19) according to
the ratio, R= ECt Rp/19/ECt target, where E is the amplification efficiency for each primer pair

according to Pfaffl (35). Primer sequences are listed in Table 2.
Double immunofluorescence

For immunofluorescence (IF) analysis, whole pituitary glands were collected, fixed in 4%

paraformaldehyde and paraffin-embedded. Serial sections were prepared at a thickness of 7um and
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double probed with primary antibodies against total TAZ (Ab84927, Abcam, Cambridge, UK;
1:50) and LHP (graciously provided by Dr. Daniel Bernard, 1:500) overnight at 4°C. The Mouse
on Mouse (M.0O.M.) Detection Kit (Vector Laboratories Inc., Burlington, ON, Canada) was used
according to manufacturer’s instructions and species-specific fluorophore-labeled secondary
antibodies were applied for 1 h at room temperature (A21121, A11062, Invitrogen; 1: 1000). Slides

were washed and mounted with mounting medium with DAPI (Vector Laboratories Inc.).

Hormone measurements

For FSH and LH serum levels assessment by radioimmunoassay (RIA), blood samples were
collected by cardiac puncture prior to euthanasia. Blood was allowed to clot at room temperature
for 90 minutes and was centrifuged at 2000 g for 15 minutes at room temperature. Serum samples
were transferred to polypropylene tubes and stored at -80°C until use. LH levels in cell culture
medium samples was also evaluated by RIA. Intratesticular testosterone levels were determined in
testicular homogenates by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). For this, samples were
generated by mechanical homogenization of testes in phosphate-buffered saline followed by
sonication for 60 seconds. Homogenates were centrifuged at 10,000 g for 5 minutes, and the
supernatants were stored at -80°C until use. All assays except measurements of circulating
aldosterone levels were performed by the Center for Research in Reproduction at the Ligand Assay

and Analysis Core Laboratory of the University of Virginia.

Epididymal sperm count and testis and seminal vesicle weigh

Testis and seminal vesicle were collected from 10-12-week-old cKO and control male mice
and weighed. The sperm count analyses were done as previously described (36). Briefly, cauda
epididymides were placed in prewarmed (37°C) minimum essential medium (MEM) media
containing BSA (3 mg/mL; Thermo Fisher Scientific, Ottawa, ON, Canada), and epididymal ducts
were opened to release their contents. The sperm suspension (500 puL) was pipetted into a tube
containing 2 mL of phosphate-buffered saline and placed in a water bath for 1 min at 60°C to halt
sperm motility, and then cooled to room temperature. After gentle mixing, 10 pL of sperm
suspension was loaded to each side of a hemocytometer and allowed 2 min for the spermatozoa to
settle. Counting was done in duplicate and total sperm counts calculated according to previously

described guidelines (37).

63



Antral follicle counting and ovary weight

For the antral follicle counting, ovaries were collected from 6-week-old cKO and control
mice in the morning of proestrus which was assessed by visual evaluation of the vaginal opening
and by vaginal cytology using Byer’s tools for mouse estrus cycle identification (38). The ovaries
were weighed, formalin-fixed and paraffin-embedded. In all cases, only the left ovary from each
animal was analyzed. Serial sections were prepared at a thickness of 5 um and every 5th section
was stained with hematoxylin and eosin. Antral follicles in which the oocyte nucleus was visible

were counted and scored as healthy or atretic as previously described (39).

Ovulation rate and fertility trials

To determine ovulation rates, 8-10-week-old cKO and control mice were housed with 8-
10-week-old wild-type males and monitored every morning for the presence of a copulatory plug.
Females were sacrificed immediately upon identification of the plug, the oviducts removed and
placed in a Petri dish containing sterile saline. Cumulus-oocyte complexes (COCs) were released
by tearing open the ampullae of the oviducts with forceps, and counted under a dissection
microscope. To assess fertility, 8-10-week-old cKO and control mice were housed with fertile 8-
10-week-old wild-type males and monitored daily for litters. Litter sizes were recorded at birth.
The males were removed after 6 months, and the experiment was terminated 22 days later to allow

for the birth of a final litter.

Statistical analysis

All statistical analyses were performed using Prism 4.0a (GraphPad Software Inc., La Jolla,
CA, USA) software. All the data sets (hormone levels, fertility measures, ovulatory rates, follicle
numbers and mRNA abundance) were subjected to the F-test to determine equality of variances.
Data were transformed to logarithms if they were not normally distributed. Two-tailed t-tests
(Student’s) were used when two experimental groups were compared, or ANOVA (with Tukey’s
multiple comparisons post-test) to compare three or more groups. All data are presented as means

+ SEM.
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Results
Generation of gonadotrope-specific Yap and Taz conditional knockout mice

The expression of YAP and TAZ proteins in mouse postnatal pituitaries was previously
reported (27). The authors identified a significant nucleo-cytoplasmic staining throughout the
adenohypophysis for both Hippo effectors, but a significant larger number of cells were positive
for TAZ. Such study however did not confirm the presence of TAZ nor YAP specifically in
gonadotrope cells. For this reason, we first performed a preliminary test with LBT2 gonadotrope-
like cells. Briefly, we confirmed by immunoblotting that Hippo effectors are detectable in
gonadotrope-like cells but while signal for total TAZ protein was easily detectable, signal for total
Y AP protein was very weak (data not shown).

To then elucidate the physiological relevance of 7az and Yap to gonadotropin synthesis and
secretion, we generated a gonadotrope-specific conditional knockout mouse model. As mentioned
above, although the literature and our preliminary tests suggested that TAZ seem to be the
predominant Hippo effector expressed in gonadotrope cells, we decided to generate a cKO for both
Yap and Taz. 1t is known that these two effectors may be functionally redundant in distinct cell
types and there are cases where the deletion of one causes the increase of other for compensatory
purposes (40). We therefore generated a double cKO (referred to herein as
YapoV1ox; Tazo%/10x: GnrhrGic” or ¢cKO mice). Animals of both genders were found to be viable,
healthy, and otherwise indistinguishable from their littermates without the Cre driver (referred to
herein as Yap1o¥1o%; Tazo¥1X o1 control mice). The specificity of cKO model was validated based
on IF results. As LHB is stored in all gonadotrope cells, it can be used to identify this type of cells
among various pituitary cell populations (41). So, using antibodies for LHB and for TAZ total
proteins, we performed double-labeled IFs that allowed us to determine that TAZ total protein
levels in gonadotrope cells were significantly reduced in ¢cKO mice in comparison to respective
controls (Fig. 1). As the staining for total YAP in gonadotrope cells was much weaker (or
frequently absent) in comparison to total TAZ, it was therefore difficult to determine the

recombination efficiency for YAP.
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Circulating levels of gonadotropins and intratesticular testosterone are increased in cKO
male mice

We first investigated the hormonal profile and some reproductive parameters in adult (10-
12-week-old) cKO male mice. The assessment of serum FSH and LH levels and intratesticular
testosterone showed us that cKO male mice presented increased circulating levels for both
gonadotropins and intratesticular testosterone in comparison to control mice (P<0.05, Fig. 2A). To
better elucidate the effects of this hormonal increase in males, some reproductive endpoints were
also evaluated including epididymal sperm counting and assessment of testes and seminal vesical
weight/corporal weight (gonadosomatic index). Although cKO mice presented only a tendency for
total sperm count increase (P>0.05, Fig. 2B), the sperm density in these animals appeared to be
slightly but significantly higher in comparison to controls (P<0.05, Fig. 2B). Finally, while
testicular weight was slightly higher in cKO (P<0.05, Fig. 2C), the seminal vesicle weight was

similar between cKO and control male mice (P>0.05, Fig. 2B).

Gonadotrope specific Yap/Taz knockout increases LH (but no FSH) synthesis, ovulatory rates
and fertility in female mice

The data collected from adult cKO male mice clearly indicated that YAP and TAZ
participate in the regulation of gonadotropin production in vivo. However, the reproductive
phenotype observed in males could be considered mild. To better characterize the Yap/Taz cKO
gonadotropins-linked phenotype and its potential effect on fertility parameters, we then decided to
focus our subsequent experiments on the cKO female model. For this, we first selected 6-week-old
female control and cKO mice to assess gonadotropin circulating levels and their correlation with
follicle development. Surprisingly, different to what was observed in cKO males, only serum levels
of LH were significantly higher in female cKO mice (P<0.05, Fig. 3A), while serum FSH levels
were comparable to controls (P>0.05, Fig. 3A). The latter results helped us to understand the antral
follicle counting findings which indicated similar total number of antral follicles as well similar
number of healthy and atretic antral follicles between control and cKO mice (P>0.05, Fig. 3B). In
addition, no significant ovary weight differences were detected in the ovaries from cKO mice

(P>0.05, Fig. 3B).
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Due to the significant LH augmentation observed in cKO female mice (Fig. 3A), we then
evaluated if such increase would alter the ovulation rate of these mutant mice. Indeed, cKO females
ovulated ~4 more COCs following natural mating than controls (P>0.05, Fig. 3C). To then
determine if this increased ovulatory efficiency would improve fertility, we next performed a
fertility trial. For this, 8-week-old female control and cKO mice were housed with wild-type males
and monitored daily for litters for 6 months, and litter frequency and size were recorded. cKO
females were found to be hyperfertile, producing ~2 additional pups per litter on average relative
to their controls and consequently a larger number of total pups at the end of the breeding trial
(P<0.05, Table 3).

Taken together, these first series of experiments in vivo, using males and females cKO mice,
indicated that YAP/TAZ function as negative regulators of gonadotropin production in

gonadotrope cells.

In vivo Yap/Taz depletion does not alter key gonadotropin synthesis-related genes

To determine if the augmented circulating levels of gonadotropin observed in cKO mice in
vivo was due to increased transcription of critical gonadotropin synthesis-related genes, and to
better understand why females presented an increase in circulating levels for LH but not for FSH
(Fig. 3A), we then collected pituitary glands from 10-12-week-old control and cKO from both
sexes for RT-qPCR analyses. Although whole pituitaries were collected for these analyses, gene
expression for both Fshb and Lhb are exclusive to gonadotropes (42), so eventual differences due
to the cKO should be observed in these samples. However, while a slight increase (but not
significant; P>0.05, Fig. 4B) in Fshb mRNA levels only in pituitaries collected from cKO males
in comparison to controls (what could somehow help us to explain, at least in part, the slight
increase in FSH serum levels only in males cKO), surprisingly mRNA levels for LAb in pituiray
glands from cKO were similar to controls in both males and females (P>0.05, Fig. 4). These
findings led us to hypothesize that the negative regulatory effect of Hippo effectors on
gonadotropin production verified in vivo, was probably not due the transcription suppression on
key gonadotropin synthesis-related genes (including Cga and Gnrhr; P>0.05, Fig. 4), but could
involve the transcriptional and/or post-translational regulation of other targets (genes/proteins) that
are directly or indirectly related to the regulatory mechanism underlying basal and GnRH-induced

gonadotropin release (particularly LH) in gonadotropes.
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Basal and GnRH-induced LH secretion is increased in pituitary cells from cKO mice

To further investigate the effect of selective gonadotrope Yap/Taz depletion on the LH-
basal and stimulated secretion process, we then isolated pituitary cells from 12 to 16-week-old
female and male control and cKO mice and treated them or not with a single pulse of GnRH (1uM)
for 15 or 30 minutes. Interestingly, the assessment of LH secreted in the medium showed that
pituitary cells isolated from female cKO not only secreted more GnRH-induced but also presented
higher basal levels of secreted LH in comparison to similar treatments in cells isolated from control
mice (P<0.05, Fig. 5A). Although the primary culture performed with cells isolated from male
control and cKO mice did not present the same significant differences found in cells from females
(only tendencies; P>0.05, Fig. 5B), it was observed in male cells the exact same pattern for basal

and GnRH-induced LH secretion results observed in females.

YAP/TAZ-TEAD interaction inhibition affects basal and GnRH-induced LH secretion in
LBT2 gonadotrope-like cells

The previous experiment with primary pituitary cell culture confirmed that gonadotrope-
specific depletion of Yap/Taz improves the LH release efficiency of these cells, reinforcing that
Hippo effectors negatively regulate the LH secretion. To have a better idea on the potential
mechanism underlying YAP/TAZ suppressive role in gonadotropes, we then employed a series of
in vitro cultures using the immortalized gonadotrope cell line LBT2. Briefly, these gonadotrope-
like cells were pretreated for 1 h with verteporfin (5 uM; a small molecule inhibitor that interferes
with YAP/TAZ binding to TEAD family of transcription factors) before challenge with a single
pulse of GnRH (1uM) for 15 minutes. Interestingly, the results showed that VP pretreatment not
only increased the basal levels of LH released into the medium in comparison to the control
treatment (no ligand) but also increased the LH levels secreted by cells in response to GnRH
challenge (P<0.05, Fig. 6). The latter results, once more, could not be explained by the L2b mRNA
levels profile in VP-pretreated cells (P>0.05, Fig. 6)

Taken together, the last series of in vitro findings strongly suggest that TAZ and/or YAP
attenuate the gonadotrope LH release (both basal and in response to GnRH), at least in part, via a

mechanism involving their bound with the TEAD transcription factor family.
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Discussion

Hippo is an evolutionarily highly conserved signaling pathway with established roles in cell
differentiation, proliferation and apoptosis in a variety of cells (22,43). It is considered a critical
regulator of morphogenesis, organ size determination and tumorigenesis in many tissues (44,45),
including reproductive tissues in mice (46-50). Although recent reports demonstrated activity of
the Hippo kinase cascade in the mouse (27) and human (51) pituitaries, these authors focused their
studies on showing correlations of this pathway with the pituitary gland development (pre- and
post-natal) and that Hippo effectors deregulation can be associated with pituitary tumors formation.
At a more functional level, although it was showed in a previous study that YAP and TAZ are
critical in the development of the pituitary (169), the novel results showed herein indicate that
YAP and TAZ expressed in mouse pituitary gonadotrope cells function as negative regulators of
gonadotropins secretion, particularly LH.

Using a conditional gene targeting approach, we found that gonadotrope-specific
inactivation of Yap and Taz resulted in increased circulating levels of FSH and LH in adult cKO
male mice, but only LH levels in adult cKO female mice. Initially, we presumed that the slight
better recombination efficiency in our male cKO model (in comparison to female cKO model; data
not show) could help us to explain such differences. However, when pituitary cells were collected
from both 12- to 16-week-old male and female cKO (and respective control mice) to be challenged
by GnRH in vitro, the LH secretion results surprisingly indicated more significant differences
between treatments in female mutant cells relative to controls in comparison to equivalent
conditions in male mutant cells cultured in vitro. Therefore, we cannot exclude the possibility that
these discrepancies could be also explained by known sex-specific differences in pituitary
morphology and function (52-56). Nevertheless, it is important to emphasize that there was a
similar and consistent LH-related phenotype in cKO animals from both sexes. While the main
alterations in reproductive parameters in males were a significant increase in intratesticular
testosterone levels followed by a slight increase in testicular weight and sperm density; female
cKO mice presented a hyperfertility phenotype characterized by larger litter sizes. In both cases,
these findings can be easily explained by the significant increase of circulating levels of LH. In
cKO males, such increase led to augmented levels of intratestiscular testosterone (whose
production is FSH independent (57)), while the larger litter sizes observed in cKO female can be

explained by the increased ovulation rates (~ 4 COCs) in these animals.
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As mentioned previously, SMAD2/3/4 complexes act as transcription factors in
combination with FOXL2 to promote Fshb transcription (58); and several studies have established
functional interactions between Hippo and the TGFp/activin/nodal branch of receptor-regulated
SMADs (19,26), suggesting that Hippo pathway inactivation can be considered permissive of
TGFB signaling (by enabling nuclear SMAD2/3/4 retention). Based on that, we initially
hypothesized that the conditional deletion of Yap and Taz in gonadotrope cells would culminate
with an increase in Fishb transcription levels, consequently causing a significant augmentation in
circulating FSH levels. Intriguingly, there was only a slight (but not significant increase) in Fshb
mRNA levels in the whole pituitary collected from cKO adult male mice in comparison to controls.
Such slight increase, however, could somehow help us to explain (at least in part) the increase in
FSH serum levels observed in cKO males in comparison to controls. On the other hand, cKO
females not only presented similar Fshb mRNA levels in whole pituitary in comparison to
respective controls, as the serum FSH levels were also similar. The latter results helped us to
understand the antral follicle counting findings, which indicated similar number of total antral
follicles as well similar number of healthy and atretic antral follicles between control and cKO
female mice. These counting would normally change following the augmentation in FSH levels
(59,60). Therefore, the phenotype observed in females was clearly exclusively due to LH increase.
At this point, we then decided to focus the next steps of our study on better elucidating the increased
capacity of pituitary gonadotrope cells in secreting higher amounts of LH following depletion of
Yap and Taz and following the inhibition of their transcriptional activity.

Our primary cultures employing pituitary cells isolated from cKO animals showed us that
these cells not only secreted more GnRH-induced LH but curiously released higher basal levels of
this gonadotropin in comparison to similar conditions in cells isolated from control mice. However,
most significant differences were observed only in cultures performed with pituitary cells isolated
from females cKO. In addition, we expected a more robust response (higher secreted levels of LH
into the medium) following the GnRH challenge. A plausible explanation for that involves the fact
that these primary cultures were performed not only with isolated gonadotropes but with a mixed
population of pituitary cells. Although LH is synthesized and secreted exclusively by gonadotropes
(which correspond only to 5-10% of total pituitary cells (1,11)) and, taking into account that Yap
and 7Taz conditional deletion were gonadotrope-specific, we cannot exclude the possibility of a

paracrine effect from YAP and TAZ action from neighbor cells. For example, somatotrope cells
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may transition into gonadotropes to support the LH production by upregulating gonadotropin-
synthesis related genes expression (54). So, to isolate such potential influence of non-gonadotrope
neighbour cells and to gain some insight in the potential mechanism by which YAP/TAZ exert
their suppressive role on gonadotrope LH secretion, we then decided to perform a series of cell
cultures with the immortalized gonadotrope cell line LBT2. Interestingly, when LBT2 cells were
pretreated with a pharmacological inhibitor that interferes with YAP/TAZ binding to TEAD family
of transcription factors (as it was observed in primary cultures with cell from cKO), both basal and
GnRH-induced LH secretion in VP-pretreated cells were significantly higher in comparison to
control. Most interestingly, similar to what was observed in whole pituitary from cKO in vivo, the
Lhb mRNA profile in LBT2 cell pretreated with VP could not explain the augmented LH secretion
release, therefore reinforcing the fact that Y AP/TAZ suppressive effect apparently does not involve
Lhb transcriptional regulation.

Although the GnRH-induced LA4b expression is a critical and well stablished event to control
LH synthesis (5,10,11), when GnRH binds to its receptors in gonadotropes, it also initiates a
cascade of events that ultimately promote the trafficking of LH vesicles to the cell periphery where
the gonadotrope cells display morphological plasticity which allows a directed mobilization of
cytoskeletal processes towards vascular elements to facilitate a rapid LH secretion into peripheral
circulation (61). It has been demonstrated that primary pituitary cells concentrate LHB into areas
of dynamic membrane reorganization following GnRH treatment, and that the disruption of the
actin cytoskeleton alters LH release pattern (62). Another important event involves the position of
LH secretory granules. It has been reported in ovine pituitary cells that the number of polarized LH
granules is significantly increased during the preovulatory LH surge (41,62,63). Taking into
account that it has been shown that Hippo pathway regulates the actin cytoskeleton in several cell
types and contexts (64,65), future studies will be, therefore, essential to elucidate the roles of Hippo
effectors on functional and organizational plasticity of gonadotropes, particularly on the
involvement of the Hippo pathway with the engagement of the actin cytoskeleton and synthesis
and polarization of LH granules in murine gonadotropes.

In summary, we report for the first time the physiological roles of YAP and TAZ in
gonadotropes. We provide evidence herein that conditional deletion of Yap and 7az in mouse
gonadotropes results in increased circulating levels of LH in both male and female cKO models,

which led these animals to present hyperfertility phenotypes (particularly females). The Hippo
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pathway suppressive effect on gonadotropin secretion is caused, at least in part, by YAP and TAZ

bound to the TEAD family of transcriptional factors.
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Figures and figure legends:
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Figure 1.

Figure 1. Gonadotrope-specific conditional knockout validation. TAZ protein levels in
gonadotrope cells from pituitary glands isolated from 10 to 12-week-old control
(YapoXiox, Tgz1o¥/loxy “and ¢cKO (Yap1o¥iox; Taz1o¥ 1% Gnrhr®®*) male mice. Representative IF
images of staining for TAZ (red) in an adenohypophysis region with significant positive staining
for the gonadotrope cells marker LHB (green). Overlays (merge) of the two images are also shown

with the nuclei labeled with DAPI (blue). Scale bars=100um.
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Figure 2. Effects of gonadotrope specific Yap/Taz knockout in male mice. For all analyses,
samples were collected from 10-12-week-old cKO (n=11) and control (n=8) male mice. A) Blood
samples were collected by cardiac puncture and serum obtained by centrifugation. LH and FSH
levels were measured by RIA, and intratesticular testosterone was measured in testicular
homogenates by ELISA. B) For sperm counting, cauda epididymides were collected, weighed and
placed in prewarmed solution, and epididymal ducts were opened to release their contents. C)
Assessment of testes and seminal vesical weight/corporal weight (gonadosomatic index). All data

are expressed as means £ SEM. * P<(.05, **P<0.01.
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Figure 3. Effects of gonadotrope specific Yap/Taz knockout in female mice. For hormonal assay
and ovarian antral follicle counting, samples were collected from mature 42-day-old control (n=7)
and cKO (n=7) female mice. A) Blood samples were collected by cardiac puncture and serum
obtained by centrifugation. LH and FSH levels were measured by RIA. B) Left ovaries were
isolated and prepared for follicle counting (serially sectioned). All antral follicles were counted and
scored as either healthy or atretic. Data (means = SEM) represent raw follicle count numbers and
were not adjusted to estimate the total ovarian follicle population. C) For the ovulatory rate
experiment, 8-10-week-old cKO (n=7) and control (n=7) female mice were housed with wild-type
males and following mating, COCs were retrieved from the oviducts and counted. All data are

expressed as means = SEM. * P<(.05, ****P<(.0001.
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Figure 4. Expression pattern of gonadotropin synthesis-related genes in whole pituitary
gland. For all analyses, pituitary glands were collected from 10-12-week-old mice. A) Data
represent control (n=7) and cKO (n=7) female mice. B) Data represent control (n=8) and cKO
(n=11) male mice. mRNA levels were determined by RT-qPCR and normalized to the
housekeeping gene Rp/19. Data are expressed as means = SEM. P>0.05.

84



. Yapexox. 77, fox/flox
|:| Yopflox/fox. Ty Aox/80x.. Gy yjyGric/+
6
c
: bc- :
2] a 2]
) )
= -
2 2 5
i a
— —
0-
GnRH -+ -+ GnRH -+ - o+
15 minutes post-challenge 30 minutes post-challenge
10- 15+
— 8- =
g g
=0 51 10-
£ 6 £
4 2
) [5)
4-
3 B 5
T o I
— 2 —
0-
GnRH -+ - 4+ GnRH -+ - 4+
15 minutes post-challenge 30 minutes post-challenge
Figure 5.

Figure S. Basal and GnRH-induced LH secretion in pituitary cells from ¢KO mice. Pituitary
cells were isolated from 12 tol6-week-old (A) female and (B) male control and cKO mice and
seeded into cell culture plates. After 24 h, cells were treated or not with a single pulse of GnRH
(1uM) for 15 or 30 minutes and the cell culture medium was harvested for LH assessment by RIA.

Different letters show statistically significant differences between groups. P < 0.05.
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Figure 6. Effects of YAP/TAZ-TEAD interaction inhibition in LH release pattern in
immortalized gonadotrope cell line. LBT2 gonadotrope-like cells were pretreated for 1 h with 5
uM of verteporfin (VP; a small molecule inhibitor that interferes with YAP/TAZ binding to TEAD
family of transcription factors) before challenge with a single pulse of GnRH (1uM) for 15 minutes.
A) Cell culture medium was harvested for LH assessment by RIA; B) and cells were collected for
RNA extraction. mRNA levels were determined by RT-qPCR and normalized to the housekeeping
gene Rpl19. Different letters show statistically significant differences between groups. P < 0.05.
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Tables:

Table 1. Genotyping primers

Primer name

Sequence

Yap-F ACATGTAGGTCTGCATGCCAGAGGAGG

Yap-R AGGCTGAGACAGGAGGATCTCTGT-GAG

Taz-F GGCTTGTGACAAAGAACCTGGGGCTATCTGAG
Taz-R CCCACAGTTAAATGCTTCTCCCAAGACTGGG
GRIC-F GGACATGTTCAGGGATCGCCAGGC

GRIC-R GCATAACCAGTGAAACAGCATTGCTG

Table 2. qPCR primers

Primer name Sequence

Yap-F GACGCTGATGAATTCTGCCTCA
Yap-R CATGGCAAAACGAGGGTCC
Taz-F ACTGGCCAGAGATACTTCCTTAATC
Taz-R AGGCTGATTCATCACCTTCCTG
Fshb-F GTGCGGGCTACTGCTACACT
Fshb-R CAGGCAATCTTACGGTCTCG
Lhb-F ACTGTGCCGGCCTGTCAACG
Lhb-R AGCAGCCGGCAGTACTCGGA
Cga-F TCCCTCAAAAAGTCCAGAGC
Cga-R GAAGAGAATGAAGAATATGCAG
Gnrhr-F TTCGCTACCTCCTTTGTCGT
Gnrhr-R CACGGGTTTAGGAAAGCAAA
Rpl19-F CTGAAGGTCAAAGGGAATGTG

Rpl19-R

GGACAGAGTCTTGATGATCTC
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Table 3. Fertility trial

Yapﬂox/flox; Ta zflox/flox Yapﬂox/flox; Ta zflox/flox; Gnrh rGric/+
n 8 7
Number of
litters 7.0+£0.0 6.8+0.1
Total pups 475+1.5 59.4+0.7*
Litter size 6.9+0.2 8.7+0.2%

Data are means + SEM. *Asterisk indicate significant difference between groups. P<0.05.
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Chapitre 4. Discussion

1. Importance d'étudier la synthése des gonadotrophines

L’endocrinologie de la reproduction est la pierre angulaire de la pharmacologie de la
fertilité. Actuellement, les méthodes de contraception ou d’amélioration de la fertilité se reposent
principalement sur les hormones stéroidiennes (cestrogeéne, progestérone) et les gonadotrophines
FSH et LH (176). Ces hormones sont utilisées, aussi bien en médecine vétérinaire et en médecine
humaine, pour controler des parametres de la fertilité. Nous avons donc une connaissance
approfondie des roles qu’occupent ces hormones et de leur mode d’action surtout dans les gonades.
Cependant, les mécanismes régissant la synthése de ces hormones ne sont toujours pas
compleétement élucidés. Comment I’hypophyse traduit-elle le signal de I’hypothalamus en sécrétion
de la FSH et la LH ? Quels sont les facteurs de signalisation impliqués ? Quelques-uns ont déja été
bien identifiés, mais d’autres restent a découvrir. L’é¢tude de nouvelles voies de signalisation
impliquées dans la synthése et la sécrétion des gonadotrophines pourrait permettre le
développement de nouvelles cibles thérapeutiques pour le controle de la fertilité, ne serait-ce que
pour résoudre ou minimiser les troubles de la fertilité liés a la dérégulation dans la production de

gonadotrophines.

2. Nouveau role de la voie Hippo dans I'hypophyse

La voie Hippo, d’abord découverte chez la drosophile, est une voie de signalisation dont le
role est de moduler la prolifération cellulaire, 1’apoptose et la différenciation cellulaire. Elle est
principalement étudiée dans le cadre de la tumorigenese. Des éléments de cette voie ont récemment
¢été identifiés dans I’hypophyse murine et humaine (168,170). De plus, les effecteurs de la voie
Hippo, YAP/TAZ peuvent interagir avec les SMADs, des éléments de la voie des TGFfs, en
exergant un role inhibiteur sur la transcription des genes cibles des TGFfs. Des éléments de la voie
des TGFps, les activines, ont été découverts sur la base de leur capacité a réguler la synthese de
FSHP. En regard de ces informations, nous avons formulé I'hypothese initiale de que YAP/TAZ
soient impliqués dans la régulation de la syntheése des gonadotrophines, en particulier de la FSH.
Cependant, cette hypothése a été rapidement infirmée lors d’une de nos expériences préliminaires.

Selon notre hypothése initiale, la délétion de Yap/Taz dans I’hypophyse de nos souris mutantes



augmenterait la liaison de SMAD sur le promoteur de Fshb. En effectuant un séquencage par
immunoprécipitation de la chromatine (ChIP-Seq) sur les hypophyses de nos souris mutantes et
contrdles avec SMAD?3 (la SMAD ayant le réle le plus significatif dans la synthése de la FSH in
vivo (177)), nous n’avons pas observé d’augmentation des liaisons sur le promoteur de Fshb. Ce

résultat nous a finalement incité a mettre de coté I’implication de SMAD.

Dans cette étude, par contre, nous démontrons pour la premiere fois un réle physiologique
important de YAP/TAZ pas dans la synthése, mais surtout dans la sécrétion des gonadotrophines
chez les mammiferes, en particulier par rapport a la sécrétion de la LH. Pour mieux investiguer ce
role, nous avons créé un modele de souris en inactivant conditionnellement Yap/Taz dans les
cellules gonadotropes de I’hypophyse en utilisant le promoteur de GnRHR, un récepteur spécifique
aux cellules gonadotropes. La délétion de Yap/Taz dans les cellules gonadotropes a provoqué une
augmentation dans les taux sériques des gonadotrophines chez les souris males et femelles, créant
par conséquent un phénotype d'hyperfertilité¢ dans les deux sexes. Curieusement, alors que le male
présentait des concentrations en FSH et en LH augmentées associées a un accroissement de la taille
des testicules et de la densité du sperme, chez la femelle, seuls les niveaux de la LH semblaient
significativement augmentés. Cependant, cette hausse de la LH ¢&tait responsable d’une
augmentation du taux d’ovulation et du nombre de souriceaux par portée. Une hausse de sécrétion
de la LH a été observée aussi dans des cellules gonadotropes immortalisées suivant I’inhibition de
I’action de YAP/TAZ, suggérant que les effecteurs Hippo peuvent exercer un effet suppressif

important sur la sécrétion de la LH.

3. Méthodes de recherche utilisées : avantages et limites.

Le plus grand défi de la recherche sur les cellules gonadotropes est le fait que ces cellules
ne représentent qu’un faible pourcentage (5-15%) de la population cellulaire constituant
I’hypophyse. Il est donc difficile de les isoler et de les cibler. Les différentes méthodes employées
dans ce projet pour étudier les mécanismes moléculaires et la fonction endocrinienne des cellules

gonadotropes seront davantage discutés dans cette section.

90



3.1 Approches in vitro de base
La recherche in vitro représente une grande part des techniques employées pour étudier les
cellules gonadotropes. On peut soit mettre en culture des cellules d’hypophyse récoltées d’un

modele de souris d'intérét ou utiliser des cellules gonadotropes de lignée immortalisées.

Les cultures primaires d’hypophyse entiere sont relativement simple a exécuter et
permettent d’effectuer certaines manipulations afin d’obtenir des résultats préliminaires. Toutefois,
ce n’est pas le modele idéal pour étudier les cellules gonadotropes, en raison de leur faible nombre
et de I’hétérogénéité cellulaire de I’hypophyse. En effet, il est impossible de s’assurer de la
spécificité d’une réponse, les autres cellules pouvant également intervenir et brouiller le signal.
Cependant, comme la FSH et la LH sont des hormones produites spécifiquement par les cellules
gonadotropes, le signal, bien que dilu¢ dans la masse cellulaire hypophysaire, peut étre détecté.
Afin de contourner ce probléme, il est possible mettre en culture uniquement les cellules
gonadotropes, mais ce protocole est plus complexe. Afin d’analyser chaque cellule séparément et
purifier les gonadotropes, 1’utilisation d’une cytométrie de flux est requise (177). Toutefois, il faut
indiquer au cytometre de flux comment identifier et sélectionner les cellules gonadotropes parmi
toutes les cellules de I’hypophyse. Des modeles de souris transgéniques ont été créés pour faciliter
la purification des cellules gonadotropes in vitro. Les gonadotropes de ces souris sont étiquetées in
vivo avec un antigéne de surface transgénique (H-2K¥) exprimé par le promoteur de Fshb, qui
facilite leur purification in vitro avec des microbilles paramagnétiques anti-H-2K¥ (178). Les
cellules gonadotropes d’un autre modé¢le produisent une protéine jaune fluorescente exprimée par
le promoteur de Gnrhr qui facilite leur identification parmi les autres cellules de ’hypophyse et
leur subséquente isolation (179). Dans le cadre de cette étude, nous n’avons pas été en mesure de
croiser (au début du projet) notre modele de souris avec 1'un des modeles transgéniques décrit ci-
haut afin d’étiqueter les cellules gonadotropes, nous mettant dans I’impossibilité d’isoler les
gonadotropes pour des cultures. Si nous avions pu utiliser cette méthode, nos résultats auraient
possiblement été davantage significatifs, car nous nous serions débarrassés de I’interférence des
autres cellules de I’hypophyse. Par exemple, les cellules thyréotropes peuvent également
synthétiser CGA, une composante importante de la FSH et la LH. Auraient-elles pu masquer un

lien entre YAP/TAZ et CGA dans les cellules gonadotropes?
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Outre les cultures primaires mentionnées ci-dessus, il existe deux principales lignées
cellulaires immortalisées murines d’origine hypophysaire utilisées afin d’étudier les cellules
gonadotropes. L’arrivée de ces cellules il y a une trentaine d’années a favorisé la recherche sur les
mécanismes moléculaires sous-jacent a la sécrétion des gonadotrophines. Ces cellules sont dérivées
de cellules embryonnaires transformées. Les cellules a-T3 représentent des gonadotropes a un
stade relativement précoce de développement. Ces cellules peuvent exprimer plusieurs geénes
spécifiquement associés aux gonadotropes, telles que Gnrhr, Sf1 et Cga, mais elles n'expriment pas
Fshb et Lhb (180). Elles sont principalement utilisées pour étudier les mécanismes de signalisation
précoce de I’activation de GnRHR, et la régulation de Cga et Lhb. Les cellules LBT2 sont une
lignée de cellules gonadotropes plus matures. Elles expriment non seulement les mémes protéines
que les a-T3, mais également LAib de fagon basale et sécrétent la LH lorsque stimulée avec GnRH
(181). Aussi, elles peuvent exprimer Fshb lorsque stimulées avec les activines (182,183). C’est
principalement cette lignée qui est utilisée dans la recherche des mécanismes moléculaires
controlant la sécrétion des gonadotrophines. Comme nos résultats in vivo ont indiqué un phénotype
li¢ a la LH, nous avons décidé d’exploiter a la fois des cultures primaires de cellules d’hypophyse
isolées a partir de souris mutantes versus témoins, et une série de cultures utilisant des cellules
LPBT2. Ces dernieres nous ont permis de nous affranchir de I’influence physiologique des autres

types cellulaires de 1’hypophyse.

3.2 Approche in vivo : systéme Cre-Lox

Le ciblage génique conditionnel est un autre outil largement utilisé pour étudier la sécrétion
des gonadotrophines. Ces modéles sont basés sur le systéme Cre-Lox. Une recombinase Cre,
découverte initialement chez des bactériophages P1, est une enzyme capable de reconnaitre des
séquences génomiques spécifiques appelées les sites Lox P et de les exciser (184). Le systéme est
réalisé en deux étapes. Il faut d'abord insérer de part et d’autre de ' ADN codant pour un geéne cible
des sites Lox P. Ensuite, il faut faire exprimer 1'enzyme recombinase Cre par le promoteur d’un
gene exprimé spécifiquement dans la cellule ou I’on souhaite occasionner la délétion du geéne cible
(185). Ce principe général permet de créer des souris mutantes qui par exemple n’expriment pas
Fshb, Lhb, Cga et Gnrhr. Ces modeles peuvent également servir a étudier de fagon spécifique la

fonction de génes exprimés dans plusieurs types cellulaires dans un type cellulaire en particulier.
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Le systéme Cre-Lox est ’approche que nous avons utilisée dans notre étude. Notre modele

flox/flox .

de souris dit Yap ; Tazo¥/flox

avait des sites Lox P de part et d’autre des génes Yap/Taz, tandis
que le modéle Gnrhr©1i) exprime la recombinase Cre sous le contrdle du promoteur de Gnrhr,
retrouvé spécifiquement dans les cellules gonadotropes de I’hypophyse. Le croisement entre ces
deux souris nous a permis d’obtenir une souris qui a subi la délétion conditionnelle de Yap/Taz

uniquement dans les cellules gonadotropes (Figure 13).

Yapfiox/flox); Tggz(flox/fiox) GnrhriGric/+)

op___ g tox?
Taz Lox-P

Yap(flox;’flox}; Tazlfloxfflox}; Gnrhr{Grich]

Figure 13. Utilisation du ciblage génique conditionnel (Cre-Lox) pour la création d’un modéle murin
avec la délétion de Yap/Taz spécifiquement dans les cellules gonadotropes (Figure originale).

Le modele Yapfox/09: 74, ([10x1l0X). Gy ppp(Gricf) est un excellent modele pour étudier le role
de YAP/TAZ spécifiquement dans I’hypophyse car le GnRHR est exprimé uniquement par les
cellules gonadotropes. Toutefois, comme le GnRHR est exprimé des le développement
embryonnaire (el3) (39,186), il est possible que la délétion de Yap/Taz ait eu un effet sur la
prolifération et la fonction des cellules gonadotropes. L hypophyse de notre modele était-elle
pourvue d’un nombre réduit de cellules gonadotropes? Ces cellules avaient-elles une fonction
altérée? Afin de vérifier cette hypothése, nous aurions pu quantifier les cellules exprimant LHf,

YAP et TAZ marquées par immunofluorescence et comparer leur nombre entre les souris controles
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et les souris mutantes. Cependant, comme 1’apparence histologique des coupes d’hypophyses, les
poids des hypophyses et le nombre de cellules obtenus lors des cultures étaient semblables entre
les mutants et les contrdles, nous avons considéré empiriquement que le développement n’avait
pas été affecté chez nos mutants. Ce compte n’a donc pas été effectué. En théorie, I’influence du
systéme Cre-Lox au niveau du développement peut étre pu étre évitée en mettant le Cre sous le
contrdle d’un géne exprimé tard dans le développement ou directement au stade de développement
que I’on souhaite étudier. En pratique, un tel géne n’est pas toujours disponible. L utilisation d’un
modele de souris avec une Cre inductible est la technique de choix pour inactiver I’expression de
genes a I’age adulte. Les génes sont inactivés au moment de I’induction de la recombinase Cre par
injection de tamoxiféne. Ce modele, le iGRIC, a été utilis€ avec succes par un groupe de chercheurs
qui cherchait a différencier I’influence de la délétion de certain gene lors du développement et a

I’age adulte (123).

Une autre limite de I’étude reliée au modéle murin est de ne pas avoir mesuré la diminution
de I’expression de YAP et TAZ de maniére quantitative dans les hypophyses des contrdles et des
mutants. Afin de vérifier plus précisément notre efficacité de recombinaison, nous aurions pu
purifier et mettre en culture uniquement les cellules gonadotropes de nos modeles (en utilisant I'une
des techniques décrites précédemment) et mesurer I’ARN de Yap/Taz par PCR quantitative. Nous
aurions €galement pu compter les cellules exprimant LHB-Y AP, LHB-TAZ en faisant des doubles
immunofluorescences directement sur les cellules en culture. Finalement, nous aurions pu mesurer
la quantité de protéines YAP/TAZ par Western Blot et immunofluorescence a partir des mémes

cellules.

4. Résultats attendus, inattendus et « énigmes » identifiées dans le projet

Nos premicres expériences ont été réalisées en utilisant le ciblage génique conditionnel,
afin de vérifier 'effet in vivo de la délétion de Yap/Taz sur la synthese des gonadotrophines. La
diminution de I’expression de Yap/Taz dans les cellules gonadotropes a entrainé des changements
relatifs aux phénotypes des méles et des femelles, c’est-a-dire une augmentation des parameétres de
fertilité¢ en lien avec 1’action des gonadotrophines. Effectivement, les taux de la FSH et la LH
sanguins étaient augmentés chez les males tandis que seule la LH était augmentée chez les femelles.

Considérant les liens possibles entre les TGFp et la voie Hippo (171,187), et le rdle bien décrit du
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complexe SMAD?2/3/4 en association avec FOXL2 pour promouvoir I’expression de Fshb (121),
notre hypothése initiale était que la diminution de I’expression de Yap et Taz dans les cellules
gonadotropes entrainerait une augmentation 1’expression de Fshb, et par conséquent une
augmentation de la sécrétion de la FSH. De facon surprenante, aucun des génes responsables de la
synthése des gonadotrophines, soit Cga, Gnrhr, Fshb et Lhb, n’ont augmenté dans I’hypophyse de
manilre significative, tant chez les males que chez les femelles. Ces résultats nous indiquent que
I’augmentation de la sécrétion des gonadotrophines (particuliecrement la LH) par 1’hypophyse
causée par la délétion de Yap/Taz dans les cellules gonadotropes semble indépendante de
I’expression génique. D'une certaine maniere, ne pas confirmer notre hypothése initiale représentait
la premiere énigme de notre étude. Si la voie Hippo est liée a la production de gonadotrophines,

mais sans modifier ’expression génique des geénes clés, quel serait alors le mécanisme putatif ?

La disparité de résultats par rapport a la sécrétion de la FSH et la LH entre les femelles et
les males a donc représenté¢ la deuxieme €nigme de cette étude. Tout d’abord, nous avons
initialement pens¢ I’attribuer a la différence de recombinaison chez les males comparativement aux
femelles, ¢’est-a-dire I’expression de Yap/Taz n’étant pas diminuée dans la méme mesure (i.e. avec
une efficacité¢ légerement supérieure chez les males). Nous avons vérifi¢ I’efficacité de la
recombinaison en observant directement les protéines sur des coupes d’hypophyses grace a
I’immunofluorescence avec des anticorps contre LHB et TAZ, cependant sans faire de
quantification systématique. Il y avait une diminution significative de I’expression de TAZ dans
les hypophyses antérieures des souris mutantes, mais pas sa disparition totale. De plus, comme
l'expression totale de YAP était en général tres faible par rapport 8 TAZ (publication précédente
(168) et quelques tests préliminaires dans notre laboratoire), nous n'avons pas vérifié
systématiquement si la recombinaison pour YAP était aussi efficace. Comme ces deux effecteurs
peuvent exercer des rdles physiologiques redondants, les concentrations résiduelles de YAP
pourraient compenser la suppression des niveaux de protéines TAZ. En définitive, il est possible
que la recombinaison de notre modéle murin n’ait pas été optimale. Il s’agit d’une des limites du
ciblage génique conditionnel : la délétion de genes cibles est rarement completement efficace dans
ce type de modele. D’autre part, la différence de sécrétion des gonadotrophines entre les males et
les femelles peut provenir d’un dimorphisme sexuel. Il existe effectivement un dimorphisme sexuel

pour ce qui a trait au role des gonadotrophines dans la fertilité bien décrit dans la littérature. Les
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mécanismes de rétrocontroles de ’axe HHG par les hormones stéroidiennes différent en raison de
la testostérone chez les males et la capacité de 1’cestrogeéne d’exercer un rétrocontrdle positif chez
les femelles versus négatif chez les males (188-190). Ensuite, un autre type de dimorphisme sexuel
provient de la différence de la plasticité des cellules de I’hypophyse. 11 existe des cellules dans
I’hypophyse capable d’entreposer et de sécréter deux hormones différentes ou qui peuvent répondre
a deux signaux différents provenant de I’hypothalamus. Il s’agit de cellules matures qui peuvent
changer de phénotype par transdifférenciation suite a des stimulations hormonales (191,192). Par
exemple, certaines cellules de ’hypophyse murine peuvent sécréter a la fois la prolactine et les
gonadotrophines (193). Les hypophyses des femelles possedent davantage de cellules
polyhormonales que les males, indiquant un plus haut taux de plasticité¢ (194). Toutefois, dans
notre ¢étude, les phénotypes des males (augmentation de la testostérone) et des femelles
(augmentation du taux d’ovulation sans changement du nombre de follicules) pouvaient
logiquement s’expliquer par une augmentation de la sécrétion de la LH, retrouvée de maniere

constante chez les deux sexes.

En effet, les principaux résultats des expériences in vivo nous avaient permis de déterminer
que les effecteurs Hippo jouent un role clé dans la sécrétion de la LH plutot que synthése/sécrétion
de la FSH. Pour mieux explorer cette possibilité, nous avons ensuite effectué¢ une culture primaire
avec des cellules hypophysaires de souris mutantes (cKO) et leurs contrdles respectifs. Les résultats
des expériences in vitro suivantes ont effectivement appuy¢ la présence d’un dimorphisme sexuel
dans la régulation des gonadotrophines plutot qu’un probléme associ€¢ au processus de
recombinaison du modele, car bien que le phénotype fiit présent chez les deux sexes, il était plus
marqué chez les femelles. Comme prévu, en raison du phénotype in vivo, les résultats ont confirmé
que les cellules traitées a la GnRH provenant de mutants sécrétaient plus de LH que les contrdles
pour les deux sexes, avec toutefois davantage de changements significatifs chez les femelles.
Cependant, ces cultures primaires étaient constituées de toutes les cellules présentes dans
I'hypophyse, ce qui aurait pu influencer les cellules gonadotropes par l'action paracrine de facteurs
impliqués dans la synthése des gonadotrophines exprimés par d’autres types de cellules. Pour
minimiser cela et pour mieux élucider le mécanisme d'action potentiel par lequel YAP/TAZ
supprimaient la synthése des gonadotrophines, nous avons alors décidé d'utiliser une lignée

cellulaire murine immortalisée.
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Nous avons mentionné précédemment que les cellules gonadotropes immortalisées matures
(LBT2) offrent une alternative intéressante afin d’étudier les mécanismes en amont de la sécrétion
des gonadotrophines, et ce sans I’interférence des autres cellules de I’hypophyse et des gonades
telle qu’exercée in vivo. Ce sont des cellules qui peuvent exprimer Fshb, Lhb, Gnrhr et Cga, et
répondre aux activines et a la GnRH (181-183). Donc, nous avons mis ces cellules en culture,
prétraitées avec la vertéporfine (VP), une molécule pharmaceutique qui bloque la liaison entre
YAP/TAZ et les facteurs de transcription de la famille TEAD (195-197) et nous avons ensuite
stimulé ces cellules avec la GnRH. Bloquer I’interaction de YAP/TAZ avec TEAD a eu pour
résultat d’augmenter la sécrétion de la LH basale et induite par la GnRH dans le milieu de culture,
résultat semblable a ceux obtenus avec la culture primaire de cellules d’hypophyse de notre modele
murin. A I’instar de cette culture, ’'augmentation de la LH ne s’est pas reflétée dans I’expression
génique de Lhb. Ces résultats ont de nouveau confirmé que l'effet inhibiteur de YAP/TAZ sur la
sécrétion de la LH semble indépendant de I'expression génique de Lab. Toutefois, cette expérience

a apporté un nouvel ¢lément a I'explication mécaniste : la frontiére entre YAP/TAZ et TEADs.

Finalement, I’augmentation de la LH indépendante de 1I’expression génique souleve le
mystére principal de cette étude. Le mécanisme cellulaire précis qui implique YAP/TAZ dans la
synthése des gonadotrophines (et qui expliquent clairement le phénotype manifesté) n’est pas
¢lucidé a ce jour. Bien que la sécrétion de la LH soit directement liée a I’expression de LAb stimulé
par I’action de la GnRH et que cette régulation passant par les facteurs de transcription SF1, PITX1,
EGR1 soit bien décrite dans la littérature (99,198,199), elle passe également par d’autres
mécanismes en aval du signal génique. L’assemblage des sous-unités (LHP} et CGA) et le transport
de la LH vers I’extérieur de la cellule gonadotrope et dans la circulation sanguine périphérique
représentent tous autant de mécanismes dans lesquels YAP/TAZ pourraient étre impliqués.
L’exocytose des vésicules sécrétrices exige une plasticité morphologique qui implique le
cytosquelette d’actine. La GnRH active le réseau d’actine, facilitant I’exocytose des granules de
LH non seulement a partir des cellules gonadotropes, mais également les aidant & développer des
processus les permettant de s’étendre en direction des vaisseaux sanguins (200). Conséquemment,
dérégler le remodelage du réseau d’actine dans les gonadotropes murines bloque la sécrétion de la

LH (201). De maniére intéressante, la régulation de la voie Hippo dépend en grande partie de
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signaux mécaniques et architecturaux cellulaires (contact, jonction, polarité et matrice cellulaire)

qui impliquent le cytosquelette d’actine (202).

La prochaine étape sera d’identifier quels facteurs précis en aval de la transcription génique
de Lhb et, principalement, en amont de la sécrétion de la LH sont contr6lés par YAP/TAZ. Les
granules de sécrétion des cellules gonadotropes offrent une avenue intéressante a explorer. Ces
granules contiennent des protéines cargo (granines), qui semblent voyager préférentiellement avec
I’une ou l’autre des gonadotrophines (47). La sécrétogranine Sgll semble méme exercer une
influence sur la régulation de la sécrétion de la LH en induisant son agrégation et facilitant ainsi
son transport dans les granules de sécrétion (203). YAP/TAZ seraient-ils impliqués dans le
mécanisme d’exocytose des granules contenant la LH ? Les effecteurs de la voie Hippo pourraient-
ils réguler la synthese et / ou fonction des sécrétogranines ? Ensuite, la plasticit¢ morphologique
manifestée par les cellules gonadotropes a la suite de stimulations de GnRH représente également
un aspect a investiguer davantage. La GnRH stimule le cytosquelette d’actine et concentre LHf3
dans des aires de remodelage dynamique de la membrane des cellules gonadotropes, favorisant
I’exocytose de la LH (204). Considérant I’étroite relation entre la voie Hippo et les signaux
architecturaux cellulaires, il est possible que YAP/TAZ jouent un rdle dans cette réponse

morphologique. Quels sont donc les liens possibles entre YAP/TAZ et le cytosquelette d’actine ?

Tres probablement, la prochaine étape la plus logique consiste a vérifier le lien entre la
synthése des sécrétogranines et Hippo. Pour ¢a, nous allons utiliser les cellules LBT2 traitées avec
VP (voir Figure 5 de Particle) afin de mesurer la quantit¢ d’ARN de Sg/l et Cga par PCR
quantitative ainsi que 1’expression protéique a 1’aide des anticorps décrits par Nicol et ses
collaborateurs (203). Ensuite, afin de tester I’implication de YAP/TAZ dans le processus
d’exocytose de LH, nous allons tenter de quantifier I’expression génique de plusieurs facteurs
impliqués dans 1’exocytose des vésicules, tels que la cortactine, la dynamine, ’actine (201,205).
Finalement, nous allons lier a ces protéines des anticorps couplés a des molécules fluorescentes
afin d’observer leur localisation cellulaire (cytoplasmique) précise. Si les résultats s’averent
intéressants, nous pourrions effectuer les mémes expériences sur les cellules d’hypophyse
provenant de nos souris cKO et contrdles pour confirmer ces résultats in vitro dans notre modele

in vivo.
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Chapitre S. Conclusions

En conclusion, les effecteurs finaux de la voie Hippo, soit YAP et TAZ, exercent un role
suppresseur de la sécrétion des gonadotrophines, plus particulieérement celle de la LH. Il s’agit de
la premiére étude qui démontre un réle fonctionnel de la voie Hippo dans I’hypophyse antérieure,

plus spécifiquement dans les cellules gonadotropes.

En induisant la délétion de Yap/Taz spécifiquement dans les cellules gonadotropes a I’aide
du ciblage génique conditionnel, nous avons créé une lignée de souris males et femelles qui
présentaient des changements hormonaux et morphologiques compatibles avec une augmentation
de sécrétion des gonadotrophines, notamment un phénotype d’hyperfertilité¢ chez les femelles relié
a une augmentation de la LH. Afin de confirmer le réle de YAP/TAZ dans ce phénotype, nous
avons traité les cellules d’hypophyses provenant de notre modele murin mises en culture avec de
la GnRH et observé une augmentation de la sécrétion de la LH. Finalement, afin de nous affranchir
de I'influence paracrine des autres cellules de I’hypophyse, nous avons prétraité des cellules LBT2,
cellules gonadotropes immortalisées, avec de la vertéporfine (VP), un inhibiteur de I’interaction de
YAP/TAZ avec TEAD, et observé de nouveau une augmentation de la sécrétion de la LH suite a

un traitement de GnRH.

Ensemble, nos résultats établissent une preuve du role suppresseur de la voie Hippo dans la
sécrétion de la LH. Ces résultats représentent une avancée importante quant a la compréhension
des facteurs impliqués dans la production des gonadotrophines, bien que le mécanisme moléculaire
précis de libération ne soit toujours pas élucidé. Toutefois, la connaissance du role fonctionnel de
YAP/TAZ dans la synthése de la LH ouvre la voie au développement de molécules

pharmaceutiques dans la quéte du contrdle ou de I’amélioration de la fertilité chez les mammiferes.
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